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RESUMO 
 
A parede celular vegetal é composta por um complexo polissacarídico junto a proteínas 
estruturais capazes de conter e comprimir todos as organelas citoplasmáticas. Dentre seus 
componentes estão polímeros tais como a celulose, hemicelulose, pectina e lignina. Para tanto, 
a natureza usufrui de uma grande diversidade de enzimas especializadas na formação e 
degradação desses açúcares complexos, as chamadas CAZymes (do inglês, Carbohydrate-
Active enZymes) e classificadas em famílias de acordo com sua estrutura primária e 
enovelamento. As hidrolases glicosídicas (GHs) estão entre as CAZymes mais abundantes, 
representadas por 135 famílias. Dentre elas, a família GH43, apresenta-se poliespecífica com 
uma variedade de atividades (ECs), tais como arabinanase (EC 3.2.1.99). Entretanto, são 
escassos os estudos estruturais a fim de elucidar os mecanismos de degradação e regulação 
destas enzimas. Seus substratos, as arabinanas, são a segunda pentose mais abundante presente 
na parede vegetal e tem considerável valor comercial na indústria alimentícia e de degradação 
da biomassa. Portanto, o presente estudo teve como alvo a caracterização estrutural e 
bioquímica de duas novas arabinanases, uma endo-α-1,5-L-arabinanase (ARN2) e uma exo-α-
1,5-L-arabinanase (ARN3) extraídas da microflora do rúmen bovino e que apresentaram 
propriedades funcionais únicas em relação as suas homólogas. A resolução das estruturas por 
cristalografia de raios X revelou o enovelamento canônico da família GH43, 5-fold β-propeller, 
com conservação dos resíduos catalíticos que participam de um mecanismo de catálise por 
inversão do carbono anomérico. Pela caracterização da enzima ARN2, foi possível verificar 
que sua interface catalítica é extremamente acessível ao solvente e volumosa, explicando 
assim, sua preferência por substratos ramificados e contrastando com as homólogas de 
interfaces mais estreitas que permitem principalmente a acomodação de substratos lineares. A 
enzima ARN3 apresentou, também, características peculiares quanto ao seu mecanismo de 
ação envolvendo o reconhecimento da extremidade redutora do polímero para liberação de 
arabinose. Esta região encontra-se parcialmente bloqueada por um longo e divergente loop 
(R203-A230). Para confirmar o papel desta região no modo de ação da enzima, uma quimera 
foi desenhada e o longo segmento foi substituto pela sequência SRGEEP, conservada em endo-
arabinanases da família. Como predito, a enzima quimérica adquiriu propriedades de uma 
endo-enzima gerando arabinobiose, majoritariamente. Interessantemente, as análises 
estruturais permitiram verificar o papel do domínio acessório na estabilização da fenda de 
ligação ao substrato em enzimas compostas por dois domínios, como ARN2. Em enzimas que 
compreendem um único domínio, como ARN3, a região é estabilizada por duas cisteínas 
adjacentes que formam uma ponte dissulfeto. Além disso, foi observado que estas enzimas não 
possuem um mecanismo regulatório cálcio-dependente, um comportamento inédito na família 
GH43. Por fim, este trabalho contribuiu coletivamente com novas estratégias para degradação 
da fração hemicelulósica/péctica da biomassa vegetal e expande o atual conhecimento a 
respeito da família GH43. Dentro dos elementos pós-textuais desta tese está o artigo I, referente 
aos resultados obtidos na tese, além dos artigos II e III que consistem de colaborações. No 
anexo IV consta um breve resumo a respeito dos trabalhos realizados durante o doutorado 
sanduiche na VTT Technical Research Centre of Finland. 
 




The plant cell wall is composed by a polysaccharide complex together with structural proteins, 
which are able to hold and compress all the cytosolic organelles. Among these components, 
there are polymers such as cellulose, hemicellulose, pectin and lignin. To do so, the nature 
employs a wide range of specialized enzymes in the synthesis and degradation of these complex 
sugars, known as CAZymes (Carbohydrate-Active enZymes). Glycosyl hydrolases are among 
the most abundant CAZymes, represented by 135 families. The GH43 family is a polyspecific 
group of enzymes and contains a variety of ECs activities, for example that ones with 
arabinanase activity (EC 3.2.1.99), with application in different industrial fields. However, 
structural studies in order to elucidate the mechanisms underlying their regulation and mode of 
operation are still scarce. Their substrates, arabinans, are the second most abundant pentose in 
the plant cell wall, possessing considerable commercial value in food industry and biomass 
conversion. Therefore, the present study aimed the structural and biochemical characterization 
of two novel arabinanases, an endo-α-1,5-L-arabinanase (ARN2) and exo-α-1,5-L-arabinanase 
(ARN3) retrieved from the bovine rumen microflora and, which presented  unique functional 
properties compared to their homologues. Their structures, solved by X-ray crystallography, 
revealed a canonical fold of the GH43 family, the 5-fold β-propeller conserving the classical 
inversion mechanism that involves two conserved glutamic acid residues. Trough ARN2 
characterization, it was possible to verify an extremely solvent accessible and large catalytic 
interface, explaining its preference to branched substrates and, which contrasts with the narrow 
interface of homologues that favors the binding of linear substrates. ARN3 also presented 
unusual features in its mode of action involving the recognition of the reducing end of the 
substrate and the release of arabinose. This region is found partially blocked by a long and 
divergent loop (R203-A230). To confirm the role of this region in the mode of action, a chimera 
was designed and produced and the long segment was substituted by the SRGEEP sequence 
that is conserved in classical GH43 endo-arabinanases. As predicted, the chimera acquired 
endo-enzyme properties, generating arabinobiose, mainly, as a final product. Interestingly, 
structural analyses also allowed to verify the role of the accessory domain in the stabilization 
of the catalytic cleft in two-domain enzymes such as ARN2. In single domain enzymes, such 
as ARN3, this region is stabilized by a pair of cysteines forming a disulfide bond. Furthermore, 
the ruminal enzymes showed a calcium-independent regulatory mechanism, an unheard 
behavior in the GH43 family. Finally, this work contributed collectively to new strategies to 
the hemicellulose/pectin degradation and expanded the current knowledge about GH43 family. 
In the post-text elements, there are the manuscript (I) related to the results presented in this 
thesis and the articles II and III from collaborative works. The final annex (IV) describes the 
work developed during the sandwich PhD at VTT Technical Research Centre of Finland. 
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1. Parede celular vegetal: composição e arquitetura molecular 
A parede celular vegetal consiste na estrutura responsável pela forma e proteção física 
da célula vegetal. Nas células em crescimento, a parede consiste de uma fina e flexível camada 
com cerca de 0,1 a 1,0 µm, composta por um complexo polissacarídico junto a proteínas 
estruturais sendo capazes de conter e comprimir todos os componentes periplasmáticos 
(Cosgrove, 2005). 
Dentre seus componentes estão polímeros como celulose, hemicelulose, pectina e 
lignina, os quais estão unidos através de ligações químicas covalentes e não-covalentes (Figura 
1). Esta rede consiste de uma matriz altamente recalcitrante e bastante importante para a 
proteção de plantas contra agentes externos (Figura 1) (Pérez et al., 2002).  
 
 
Figura 1. Estrutura da parede celular vegetal primária. Os polissacarídeos contidos nas 
diferentes camadas da parede são mostrados: matriz celulósica, a hemicelulose (xiloglucano e 
arabinoxilano) e pectina (ramnogalacturanano I, homogalacturanano, xilogalacturanano, 
arabinana e ramnogalacturanano II). Cada um dos polímeros é produzido pelas diferentes 
organelas, entretanto não serão discutidos detalhes a respeito de sua síntese (Adaptado de 





O polímero mais abundante, a celulose, consiste de uma cadeia de D-glicoses unidas 
por ligações do tipo β-1,4. Ligações paralelas entre cadeias de celulose geram a forma cristalina 
deste polissacarídeo e consistem em uma forte barreira altamente resistente à ataques 
enzimáticos. A hemicelulose, o segundo componente mais abundante na parede vegetal, 
apresenta-se ligada a celulose, entretanto devido ao seu alto grau de ramificações e 
modificações em sua estrutura, não há associação para a formação de fibrilas. Dentre os 
principais polissacarídeos os quais constituem a hemicelulose estão o xiloglucano e 
arabinoxilano. O esqueleto de xiloglucano é similar ao da glicose, porém decorado com 
ramificações de xilose, que ainda pode estar ligada a galactose ou fucose. Já o arabinoxilano 
consiste de um esqueleto de resíduos de D-xilose unidos por ligações β-1,4 contendo 
ramificações de arabinose; outros açúcares, tais como ácidos glicurônicos e ésteres de ácido 
ferúlico também são encontrados ligados a arabinoxilano dependendo da espécie vegetal 
(Cosgrove, 2005). 
A pectina está contida principalmente na parede celular primária e consiste da estrutura 
mais complexa da parede vegetal devido a sua heterogeneidade. Além disso, é dividida em 
regiões distintas as quais são ligadas covalentemente entre si: o ramanogalacturanano I a qual 
alterna resíduos de ácido galacturônico e ramnose contendo ramificações de outras regiões da 
pectina. O homogalacturanano consiste de uma cadeia linear de ácidos galacturônicos e com 
ramificações de xilose em xilogalacturanano. Os grupos carboxílicos desses dois 
polissacarídeos são geralmente metil esterificados, modificando os grupos ácidos dos açúcares 
e reduzindo sua capacidade de formar géis. O ramnogalacturanano II é composto por cerca de 
11 tipos de diferentes açúcares (Beldman et al., 1997; Ridley et al., 2001; Willats et al., 2001; 
Vincken et al., 2003; Wong et al., 2008).  
As arabinanas e arabinogalactanas contidas no domínio de ramanogalacturanano I, são 
açúcares neutros ligados ao C4 de resíduos ramnopiranosídicos e acredita-se que promovam a 
flexibilidade e plasticidade da parede vegetal durante a germinação, além de promoverem a 
ligação a superfície de celulose (Figura 2) (Jones et al. 2001; Zykwinska et al., 2005; Gomez 
et al., 2009). Esses polissacarídeos constituem uma importante fonte de açúcares 
fermentescíveis contidos na biomassa vegetal e que podem ser utilizados em tecnologias 
enzimáticas para aplicações industriais. Por exemplo, a arabinose é a pentose mais abundante, 
após a xilose, na cana de açúcar, e pode ser utilizada na desconstrução da biomassa vegetal 
para a geração de biocombustíveis (Beldman et al., 1997; Shallom & Shoham, 2003; Zhou et 







Figura 2. Estrutura do ramnogalacturanano I. Os três tipos de açúcares ligados ao C4 do 
resíduo ramnopiranosídico: (1,5) -α-L- arabinana, (1-4) -β-D-galactana e arabinogalactana 
(Adaptado de Wong, 2008). 
 
As arabinanas são polímeros de resíduos L-arabinosil unidos através de ligações do tipo 
α-1,5 formando um esqueleto axial, o qual possui variado grau de ramificações, ao longo da 
cadeia, ligadas ao esqueleto polissacarídico através de ligações do tipo α-1,2 e α-1,3, 
dependendo da origem vegetal. São encontradas primariamente como homopolissacarídeos, 
porém outras classes de arabinanas possuem açúcares adicionais como constituinte, por 
exemplo, o ácido glicurônico (Beldman et al.,1997).  
Existem enzimas específicas responsáveis pela degradação de arabinanas, sendo 
classificadas de acordo com o seu modo de ação e substrato específico e serão descritas adiante. 
 
2. CAZymes 
Apesar da similaridade na composição química dos açúcares, eles podem formar um 
grande número de combinações devido à variedade estereoquímica dos grupos hidroxila que 





diferentes naturezas (proteínas, lipídeos e ácidos nucléicos). Os carboidratos complexos estão 
amplamente distribuídos na natureza, mediando múltiplas funções biológicas, tais como a 
reserva de carbono, moléculas estruturais ou na forma de mediadores de reconhecimento intra 
e intercelular dentro de um organismo. Para tanto a natureza também se arma de um grande 
repertório de enzimas especializadas na síntese e degradação de açúcares complexos, 
oligossacarídeos e glicoconjugados, tais como as transferases glicosídicas e hidrolases 
glicosídicas, respectivamente (Cantarel et al., 2008).  
Anterior a década de 1990, as hidrolases glicosídicas, bem como outras carboidrases, 
eram classificadas de acordo com o sistema IUB Enzyme Nomenclature (1984) em números 
ECs (Enzyme Comission numbers). Esta nomenclatura classifica as enzimas baseando-se no 
tipo de reação que a enzima catalisa e para que tipo de substrato é específica. No caso das 
hidrolases glicosídicas (EC 3.2.1.x), os três primeiros dígitos indicam os tipos de ligações 
glicosídicas a sofrerem hidrólise e o último número indicam o substrato a ser clivado e até o 
mecanismo molecular. Apesar de útil, esta classificação não reflete necessariamente as 
características estruturais das enzimas, já que é baseada primariamente no tipo de substrato a 
ser clivado e não levam em consideração aspectos como divergência e convergência evolutiva 
que podem justificar o fato de polipeptídios com diferentes enovelamentos catalisarem a mesma 
reação no mesmo substrato. A classificação também é falha para enzimas com ampla 
promiscuidade, ou seja, que agem sobre diferentes substratos (Henrissat, 1991). 
A partir da década de 1990 (Henrissat, 1991), estas enzimas passaram a ser classificadas 
em famílias baseando-se em sua estrutura primária e enovelamento e, posteriormente, passaram 
a ser chamadas de CAZymes (do inglês Carbohydrate-Active enZymes) (Henrissat & Bairoch, 
1993; Cantarel et al., 2008). Esta nova classificação baseada no tipo de enovelamento da enzima 
resultou no fato de que dentro de uma mesma família podem haver diferentes atividades e 
especificidades representados por diferentes números ECs, guiando estudos evolutivos a 
respeito destas enzimas. 
 Atualmente, as sequências das CAZymes estão disponíveis no banco de dados CAZy, 
onde estão descritas diferentes classes de enzimas as quais atuam em carboidratos, contando 
com 135 famílias de hidrolases glicosídicas, 97 de transferases glicosídicas, 23 de liases de 
polissacarídeos, 16 de esterases de carboidratos e de 13 de atividades auxiliares. Há ainda os 
módulos de ligação a carboidratos (CBM, do inglês, Carbohydrate-Binding Modules) que são 
domínios de proteínas com enovelamento próprio, entretanto sem atividade catalítica, 





promovendo a interação prolongada entre o módulo catalítico e substrato (Atschul et al, 1997; 
Eddy, 1995; Cantarel et al., 2008). Desde então, um número maior de sequências de 
carboidrases estão disponíveis em bancos de dados, tais como NCBI-GenBank e SWISS-PROT 
e novas famílias têm sido criadas através de acompanhamento e inspeção manual de novas 
enzimas. A criação de famílias se dá somente quando há dois possíveis membros, sendo que 
um deles deve ter sido exaustivamente caracterizado bioquimicamente (Henrissat, 1996).  
Portanto, a classificação proposta para as CAZymes permite um estudo comparativo 
mais confiável, levando em conta anotações funcionais e mesmo mecanísticas mais precisas 
(Cantarel et al., 2008). 
 
2.1 Hidrolases glicosídicas 
 Dentro das CAZymes, as hidrolases glicosídicas (GH, do inglês Glycosyl Hydrolases) 
(EC 3.2.1.-), dominam em número com 135 famílias e 266.837 sequências descritas, 
representando mais da metade de todas as sequências disponíveis pelo CAZy. Estas enzimas 
são responsáveis pela hidrólise de ligações glicosídicas entre dois ou mais carboidratos ou entre 
associações de carboidratos com não carboidratos (Henrissat, 1991; CAZy database, 2015). 
 Os mecanismos de catálise conhecidos para as GHs são os de inversão e retenção da 
configuração anomérica do açúcar, propostos por Koshland (1953). Em ambos os casos, a 
hidrólise necessita da assistência de dois resíduos críticos: um doador de prótons e um 
nucleófilo/base. No mecanismo de retenção (Figura 3A), o oxigênio glicosídico é atacado pelo 
nucleófilo e, então, o próton é doado ao complexo intermediário pelo resíduo ácido, levando a 
liberando de uma porção do substrato. Subsequentemente, uma molécula de água é atacada pelo 
resíduo desprotonado e uma segunda substituição no carbono anomérico, oriunda da quebra da 
molécula de água, gera um produto com a mesma estereoquímica que o substrato. A distância 
dos resíduos catalíticos é de 5,5 Å. Já o mecanismo de inversão (Figura 3B), envolve o 
desacoplamento único, onde a protonação do oxigênio glicosídico com a formação de um estado 
de transição e a liberação do açúcar são acompanhados por concomitante ataque da molécula 
de água, a qual é ativada pelo resíduo base; neste caso a estereoquímica do produto gerado é 
inversa à do substrato. Os resíduos catalíticos estão localizados a uma distância de 10 Å 
(Sinnott, 1990), de forma a acoplar o simultâneo ataque à ligação glicosídica e quebra da 








Figura 3. Mecanismos catalíticos adotados pelas hidrolases glicosídicas. (A) Na retenção da 
configuração anomérica do açúcar, o oxigênio glicosídico é atacado pelo resíduo nucleófílico e 
o produto é liberado pela doação do próton pelo resíduo ácido. Em seguida, ocorre o ataque 
nucleofílico a uma molécula de água pelo resíduo desprotonado gerando o produto com a 
mesma estereoquímica que o substrato. (B) No mecanismo de inversão da configuração 
anomérica, a protonação do oxigênio glicosídico e a saída de uma porção de açúcar são 
acompanhados de ataque concomitante da molécula de água que é ativada pelo resíduo base. 
Este processo ocorre em uma única etapa e gera um produto com a estereoquímica oposta 
àquela encontrada no substrato (Imagens adaptadas de CAZypedia). 
 
Variações nos mecanismos catalíticos conhecidos já foram encontrados, tais como para 
as famílias 18, 20, 25, 56, 84 e 85 que hidrolisam substratos contendo grupos N-acetil ou N-





1995). Há também reações que necessitam de NADH como cofator tais como nas famílias das 
GHs 4 e 109, verificado através de estudos cristalográficos (Rajan et al., 2004; Yip et al., 2004). 
Dentre os enovelamentos presentes nas GHs estão (β/α)8, β-jelly roll, 6-fold β-propeller, 
5-fold β-propeller, (α/α)6, α+β e β-helix. Entretanto, enzimas com a mesma arquitetura podem 
estar presentes em uma ou mais famílias e, consequentemente, operarem por mecanismos 
distintos. Além da classificação de acordo com o enovelamento da estrutura primária, as GHs 
podem ser ainda, agrupadas em clãs, os quais representam grupos de famílias com possível 
ancestral em comum e reconhecidos por similaridades significativas na estrutura terciária 
juntamente a conservação de resíduos e mecanismo catalítico. A separação em clãs tem sido 
cada vez mais propiciada com o crescente número de estruturas tridimensionais resolvidas e 
pelo avanço nas estratégias para comparação de sequências (Henrissat & Barioch, 1996). Um 
exemplo dessa classificação se dá para o clã E das GHs (GH-E) que inclui famílias 33, 34, 83 
e 93. Essas famílias possuem o enovelamento característico de 6-fold β-propeller e atuam pelo 
mecanismo de retenção (CAZy database, 2015). 
As GHs também são classificadas em endo ou exo, dependendo da posição do substrato 
em que é capaz de atuar. As endo-enzimas atuam sobre regiões internas de poli e 
oligossacarídeos de maneira randômica gerando cadeias de açúcares de diferentes tamanhos 
(Davies & Henrissat, 1995). As exo-enzimas, por outro lado atacam em porções terminais dos 
açúcares, gerando de uma a três unidades; em geral, estas enzimas são conhecidas por atacarem 
extremidades não redutoras; entretanto, recentemente foram caracterizadas enzimas capazes de 
atacar extremidades redutoras tal como a exo-oligoxilanase (EC 3.2.1.156) de Bacillus 
halodurans C-125 (Rex) da família GH8 (Barr et al., 1996; Fushinobu et al. 2005). 
As topologias referentes ao sítio ativo podem ser de três tipos, independentemente do 
mecanismo pelo qual atuam (retenção ou inversão). A conformação de bolsão (do inglês pocket) 
é adequado para o reconhecimento de extremidades não redutoras de sacarídeos e, em geral, é 
encontrado em monossacaridases tais como β-galactosidases, β-glicosidases, sialidases e 
neuroamidases, e, em exopolissacaridases, tais como glicoamilases e β- amilases (Figura 4A). 
Estas últimas são adaptadas a substratos contendo um grande número de extremidades 
disponíveis, tais como grânulos de amido, que expõem radialmente todas as extremidades não 
redutoras em sua superfície. Essas enzimas não são eficientes contra polissacarídeos fibrosos 
tais como celulose, em que extremidades disponíveis são escassas. (Davies & Henrissat, 1995). 
Aquelas que possuem o sítio catalítico na forma de fenda (do inglês cleft) possibilitam 





encontrado em enzimas com modo de ação endo, tais como quitinases, endocelulases, α-
amilases e xilanases (Figura 4B). A conformação de túnel (do inglês tunnel) é uma adaptação 
da topologia de fenda, onde são adicionados longos loops que cobrem a fenda. São mais 
comumente encontrados em celobiohidrolases (Figura 4C), sendo que o túnel possibilita que a 
cadeia de açúcar seja “conduzida/introduzida” continuamente no sítio ativo. Esta topologia 
ainda garante processividade uma vez que a enzima libera seus produtos e permanece 




Figura 4. Topologias encontradas no sítio ativo de hidrolases glicosídicas. (A) Bolsão (pocket) 
de uma glicoaminase de Aspergillus awamon. (B) Fenda (cleft) da endoglucanase E2 de 
Thermobifida fusca. (C) Túnel (tunnel) da celobioidrolase II de Trichoderma reesei. Figura 
adaptada de Davies & Henrissat, 1995). 
 
 
A descoberta, classificação e entendimento de CAZymes têm sido de extrema valia para 
a prospecção de novas enzimas com potenciais de utilização industrial em diversas áreas 
biotecnológicas, tais como alimentícia, de papel e, recentemente, bastante ênfase tem sido dada 
na aplicação para a conversão de biomassa em biocombustíveis. As fontes de combustíveis 
fósseis não são mais consideradas sustentáveis e são questionáveis do ponto de vista econômico, 
ecológico e ambiental. A queima destes tem contribuído para o aumento dos níveis de dióxido 
de carbono (CO2) na atmosfera e está intimamente associado ao aquecimento global de décadas 
recentes (Naik et al, 2010; Carpita & Sage, 2015). Portanto, os biocombustíveis produzidos a 
partir de fontes renováveis podem ajudar a minimizar a queima de combustíveis fósseis e, 
também, a produção de CO2.  
O material lignocelulósico pode ser disponibilizado através de hidrólise e fermentação 





florestais, resíduos industriais de madeireiras e agrícolas (Pauly & Keegstra, 2008). Entretanto, 
a complexidade da biomassa lignocelulósica em termos de composição e arquitetura molecular, 
descrita anteriormente, torna a completa despolimerização um grande desafio, requerendo um 
verdadeiro arsenal enzimático como celulases, xilanases, arabinanases, arabinofuranosidases, 
lignina peroxidases, peroxidases manganês-dependente, polifenol oxidases, lacases, entre 
outras (Sun & Cheng, 2002; Naik et al., 2010).  
Os custos de celulases e hemicelulases contribuem substancialmente para o preço do 
bioetanol e, por isso, novos estudos visando a compreensão e o melhoramento da eficiência e 
da produtividade dessas enzimas são de fundamental importância. A descoberta de enzimas 
biotecnologicamente viáveis e o sinergismo entre elas é um aspecto de suma relevância, para 
tanto é instrumental que se conheça os diferentes polissacarídeos contidos na estrutura da 
parede celular vegetal, bem como as suas propriedades (Sivers & Zacchi, 1995; Sun & Cheng, 
2002). 
 
2.2 Hidrolases glicosídicas da família 43 (GH43) 
 A família GH43 representa uma das várias famílias compostas por diferentes ECs. 
Atuando pelo mecanismo de inversão da configuração anomérica e apresentando o 
enovelamento de 5-fold β-propeller, esta família conta com β-xilosidases (EC 3.2.1.37); α-L-
arabinofuranosidases (EC 3.2.1.55); arabinanases (EC 3.2.1.99); xilanases (EC 3.2.1.8); 1,3-β-
galactosidases (EC 3.2.1.145); α-1,2-L-arabinofuranosidases (EC 3.2.1.-); exo-α-1,5-L-
arabinofuranosidases (EC 3.2.1.-); e β-1,3-xilosidases (EC 3.2.1.-). Os resíduos catalíticos 
constituem um resíduo ácido doador de prótons, representado por um ácido glutâmico, e um 
resíduo base nucleófilo representado por um ácido aspártico. Para esta família foi, ainda, 
identificado um terceiro resíduo, um ácido aspártico, considerado o modulador do pKa do 
resíduo ácido, caracterizado na estrutura cristalográfica de CjAbn43A de Cellvibrio japonicus 
e confirmado através de mutações sítio-dirigidas (Nurizzo et al., 2002) e, posteriormente, 
verificado em outras sequências caracterizadas (Shallom et al., 2005; DeSanctis et al., 2010; 
Pons et al., 2004). 
Das 4.967 sequências disponíveis para GH43, 132 foram caracterizadas sendo que, 
72,8% são referentes a enzimas bacterianas, 23,5% de eucariotos e 3,7% não classificadas. Das 
enzimas caracterizadas, somente 25% (34) tem sua estrutura determinada (CAZy database, 
2015). Considerando a totalidade de sequências desta família e a quantidade já caracterizada 





destas enzimas. O fato de enzimas com especificidades tão diferenciadas possuírem o mesmo 
enovelamento, desperta o interesse no entendimento de quais são os discretos determinantes 
que levam estas enzimas a diferentes especialidades e mais, quais são as relações evolutivas 
entre elas. 
Pela variedade de atividades presentes nesta família, as GH43 apresentam diferentes 
aplicações industriais. As xilanases, por exemplo, são responsáveis pela clivagem randômica 
de ligações β-1,4 entre resíduos de xilose na cadeia de xilano, gerando xilo-oligossacarídeos de 
diversos tamanhos e amplamente utilizados em diversos ramos industriais. Estas enzimas 
mostraram a factível aplicação para tratamentos enzimáticos no clareamento de papel sendo um 
método alternativo ao uso do cloro, que tem representado um grande problema ambiental. Ao 
contrário da utilização do cloro, o tratamento de polpa de madeira com xilanases gera a 
liberação de xilano e lignina residual sem indevida perda de outros componentes (Viikari, 
1994). Estas enzimas também podem ser utilizadas na indústria alimentícia como aditivos 
alimentares em granjas aumentando a eficiência de alimentação de aves (Annison 1992; Classen 
1996), assim como aditivo na farinha de trigo para melhora do manuseio da massa e a qualidade 
dos produtos assados. Este efeito é potencializado quando a atividade de α-amilases é 
introduzida (Maat et al. 1992). As xilanases são utilizadas na extração de café, óleos vegetais e 
amido (Wong & Saddler 1992); na melhora das propriedades nutricionais na silagem agrícola 
e de cereais (Kuhad & Singh 1993) e em combinação com pectinases e celulases, promove a 
clarificação de sucos de frutas e degomação de fontes de fibras vegetais tais como linho, 
cânhamo, juta e rami (Kapoor et al., 2001; Puchart et al., 1999; Sharma 1987). Finalmente, em 
sinergismo com mananases, ligninases, xilosidases, glucanases entre outras, as xilanases podem 
ser empregadas na geração de etanol de segunda geração tais como etanol e xilitol a partir da 
biomassa lignocelulósica (Dominguez 1998; Kuhad & Singh 1993; Olsson & Hahn-Hagerdal 
1996).  
As β-xilosidases, catalisam a hidrólise de β-1,3 ou 1,4 na cadeia de xilano, removendo 
sucessivamente resíduos de D-xilose da extremidade não redutora do polímero. São de extrema 
importância biotecnológica atuando no impedimento de inibição pelo produto da atividade de 
xilanases nos processos descritos acima (Beg et al., 2001). 
As α-L-arabinofuranosidase são as enzimas que catalisam a hidrólise entre ligações α -
1,2; 1,3 ou 1,5 de resíduos de L- arabinofuranosil de diferentes oligossacarídeos e 
polissacarídeos (Saha & Bothast, 1998; Saha, 2000). Sua atividade representa alternativas 





de papel (Gobbetti et al., 1999; Gomes et al., 2000; Mai et al., 2000) e na degradação da 
biomassa lignocelulósica para a produção de etanol (Dominguez 1998; Kuhad & Singh 1993; 
Olsson & Hahn-Hagerdal 1996). Estas enzimas podem ser utilizadas, também, na síntese de 
oligossacarídeos (Rémond et al., 2002; Rémond et al., 2004). 
As β-galactosidases são responsáveis pela conversão de lactose em glicose e galactose, 
os quais possuem aplicações na indústria alimentícia. O tratamento do leite e produtos derivados 
do leite com estas enzimas reduzem o conteúdo de lactose insolúvel e falta de adoçamento 
aumentando seu potencial de uso (Tweedie et al., 1978; Pivarnik et al., 1996). As β-
galactosidases podem ser utilizadas na transgligosilação da lactose para síntese de galacto-
oligossacarídeos, que são açúcares de baixa caloria, não digestíveis e fermentescíveis 
seletivamente por bactérias intestinais benéficas (Maischberger et al., 2009; Grosová et al., 
2009). 
Outra importante atividade encontrada na família GH43 é a arabinanase e por ser alvo 
dos estudos deste trabalho será elucidada em maiores detalhes, a seguir. 
  
3. Arabinanases (EC 3.2.1.99) 
Dentre os membros da família GH43 estão as enzimas responsáveis pela degradação de 
arabinanas, conhecidas como arabinanases. Elas são encontradas majoritariamente na família 
GH43 (Cantarel et al., 2009), sendo que exo -arabinanases podem ser encontradas, também, na 
família GH93 com o enovelamento de 6- fold β-propeller, atuando pelo mecanismo de retenção 
(Sakamoto et al., 2004; Sogabe et al., 2011).  
Em termos bioquímicos, essas enzimas são capazes de hidrolisar ligações glicosídicas 
do tipo α-1,5 entre resíduos L-arabinosil encontrados no polímero de arabinana e são 
classificadas como endo ou exo enzimas de acordo com seu modo de ação sobre a cadeia de 
arabinana. As endo-α-1,5-L-arabinanases clivam o esqueleto L-arabinosil de arabinanas de 
modo randômico, liberando oligossacarídeos. Já as exo-α-1,5-L-arabinanases liberam 
arabinose ou pequenos oligossacarídeos a partir das extremidades das cadeias de arabinana, 
sendo inativas contra moléculas sintéticas como p-nitrofenil-α-L-arabinosideo. As exo 
arabinanases ainda não possuem número EC que caracterizam a sua atividade (EC3.2.1.-) 
(Beldman et al., 1997; Gomez et al., 2009).  
Enzimas com atividade arabinanase são ativas em substratos específicos tais como 
cadeias de arabinanas ramificadas, lineares e arabino-oligossacarídeos que são derivações do 





arabinofuranosil unidos por ligações α-1,5 e substituições α-1,2 e α-1,3. Cerca de 60% dos 
resíduos arabinofuranosil de cadeia principal possuem uma substituição α-1,3. A extremidade 
redutora liga-se a cadeia principal de ramnogalacturanona péctica através de fragmentos de 
ramnose (Megazyme, Irlanda). 
 
Tabela 1. Substratos polissacarídicos das arabinanases da família GH43. 
Arabinana de 
beterraba 




ramnose: ácido galacturônico 
88: 3: 2: 7 
Preparada da polpa de beterraba com 
hidróxido de cálcio, a 90°C e, 
posteriormente, purificada por 
precipitação e tratamento com resinas de 
troca iônica. 
Desramificada 
Arabinose : galactose : 
ramnose 
71 : 26 : 3 
Preparada do tratamento da arabinana 
ramificada com α-L-arabinofuranosidase 
para remoção das ramificações α-1,2 e α-
1,3. 
Linear 
Arabinose : galactose : 
ramnose : ácido galacturônico 
97,5 : 0,4 : 0,1 : 2,0 
Preparada por cromatografia de troca 
iônica a partir da arabinana desramificada 











Preparada a partir da hidrólise enzimática 
controlada com arabinana desramificada 
incubada com endo-arabinanase. 
 
Assim como todas as GH43, as arabinanases atuam pelo mecanismo de inversão da 
configuração anomérica (Davies & Henrissat, 1995). As arabinanases são enzimas hidrolíticas 
que podem ser encontradas em diversas bactérias e fungos, assim como em sementes 
germinadas de plantas. Essas enzimas participam das vias catabólicas destes microrganismos, 
quando expostos à ambientes com baixo teor de glicose, objetivando utilizar a arabinose como 
fonte de carbono (Mckie et al., 1997; Wong et al., 2008; Seiboth & Metz, 2011). Para as 
sementes germinativas de plantas, supõe-se que essas enzimas têm papel fundamental no 
metabolismo energético logo após a germinação, além de contribuírem na dinâmica da parede 
celular vegetal.  
As arabinanases são enzimas com alto potencial biotecnológico, mas ainda pouco 
exploradas em comparação com outras hidrolases glicosídicas, tais como celulases e xilanases. 
Elas têm sido utilizadas no processamento de sucos de vegetais e frutas para prevenir a 





arabinose, produto de degradação das arabinanases, inibe a sacarase presente no suco entérico 
de modo não competitivo, inibindo a resposta glicêmica após a ingestão de sacarose, podendo 
ser utilizado como um adoçante não calórico (Seri et al., 1996; Ralet et al., 2005). Além dessas 
aplicações, as arabinanases constituem uma importante ferramenta na degradação da matéria 
lignocelulósica para a produção de biocombustível. Esta é uma excelente alternativa ao 
petróleo, num cenário onde a busca por fontes renováveis de combustíveis tem estimulado o 
mercado mundial. Devido às suas diversas aplicações e limitado conhecimento acerca dessas 
enzimas, se faz necessário o estudo mais aprofundado acerca das arabinanases (Osaki et al., 
2001; De Vries & Visser, 2003). 
 
3.1. Arabinanases presentes no rúmen bovino 
A metagenômica é uma importante ferramenta para a descoberta de novas enzimas 
através da triagem e análise de genomas coletivos extraídos de um microambiente específico, 
como a flora intestinal de ruminantes e amostras de solo. Primordialmente, esta metodologia 
permite explorar a diversidade e complexidade de microrganismos não-cultiváveis, que podem 
representar mais de 90% em uma amostra de solo, por exemplo.  Desta forma, a metagenômica 
se torna uma poderosa ferramenta de prospecção dos recursos naturais inexplorados e 
principalmente de novas enzimas para fins biotecnológicos (Lorenz & Eck, 2002; Santos, 
2002).  
O rúmen bovino contém uma flora altamente especializada na degradação de biomassa 
vegetal, sendo uma importante fonte de bioprospecção de enzimas glicosídicas. O pesquisador 
D. Wong (ARS-USDA, Albany-CA, Estados Unidos) possui grande experiência na área de 
bioprospecção e seus trabalhos têm contribuído com diversas novas enzimas com potenciais 
aplicações industriais tanto na área de bioenergia como na produção de bebidas e alimentos 
(Wong et al., 2008; Wong et al., 2009). A seguir são apresentadas as duas arabinanases que 
foram alvos de estudos desta tese de doutorado. 
 
Endo-α-1,5-L-arabinanase (ARN2) 
A ARN2 é uma endo-α-1,5-L-arabinanase, pertencente à família GH43, obtida de uma 
biblioteca metagenômica, a qual foi construída a partir da extração do genoma total da 
microbiota presente no líquido de rúmen bovino (Wong et al., 2009). Essa proteína contém 586 
resíduos de aminoácidos incluindo um predito peptídeo sinal de 19 resíduos. A proteína madura 





(Gasteiger et al., 2005); sua atividade catalítica é máxima entre pH 6,0 e 7,0 e temperatura 
entre 40 e 50ºC e demonstra estabilidade até 40ºC durante 4 h, sendo completamente inativada 
quando incubada a 55ºC. Ensaios demonstram alta atividade de ARN2 para arabinanas com 
maiores graus de ramificação, comportamento não usual para endo-enzimas que possuem 
maior atividade sobre substratos lineares (McKie et al., 1997; Proctor et al., 2005; Alhassid et 
al., 2009).  
A atividade de endo-arabinanase de ARN2 foi demonstrada experimentalmente pela 
presença de oligômeros de cadeia curta nos menores tempos de hidrólise e acúmulo de 
arabinotriose e arabinotetraose com progressão da reação de catálise durante experimentos de 
digestão de arabino-oligossacarídeos. ARN2 não cliva oligômeros com 3, 4 ou 5 
monossacarídeos, mas cliva oligossacarídeos com 6, 7 ou 8 resíduos de arabinose. Esses dados 
sugerem a possibilidade de existência de 6 subsítios (Wong et al., 2009). 
Análises da estrutura primária de ARN2 e alinhamento a arabinanases homólogas já 
caracterizadas indicam que ela possui dois domínios, o domínio catalítico com enovelamento 
de 5-fold β-propeller e um domínio acessório, com enovelamento de barril β (Figura 5). A 
molécula não possui uma região interdomínio rica em serinas e glicinas e o barril-β não tem 
similaridade de sequência com módulos de ligação a carboidrato (CBM), comumente 














Figura 5. Alinhamento de sequência das enzimmas alvos em relação a arabinanases com 
estrutura resolvida, oriundas dos seguintes organismos: Bacillus subtilis BsArbA (2X8F), 
BsArbB (1UV4); Bacillus licheniformis YxiA (3LV4); Cellvibrio japonicus CjArbA (1GYD); 
Geobacillus stearothermophilus AbnB (3CU9), Bacillus thermodenitrificans ABN-TS 
(1WL7); endo-arabinanase de metagenômica (ARN2) e exo-arabinanase de metagenômica 
(ARN3). O gradiente de cor vai do vermelho, total conservação, até o branco, nenhuma 
conservação. Os resíduos marcados com retângulo de borda azul representam os catalíticos, 
enquanto aqueles marcados com retângulo de borda verde representam os responsáveis pelo 
reconhecimento do substrato. Os resíduos sublinhados indicam o loop maior nas exo-
arabinanases. A caixa com borda preta indica a inserção na ARN3 comparado com 1GYD. A 
caixa vermelha mostra os resíduos que compõe o loop menor de endo-arabinanases. O 
alinhamento mostra maior identidade de ARN2 com a 3LV4 (38%) e de ARN3 com a 1GYD 






ARN2 apresenta várias inserções de resíduos de aminoácidos, incluindo 44 adicionais 
na extremidade C-terminal, quando comparado com a enzima YxiA de B. licheniformis (Figura 
5). Essas inserções ocorrem em loops que estão voltados para a face catalítica, e não são 
encontradas em outras arabinanases caracterizadas, despertando o interesse a respeito do papel 
desses resíduos na catálise. ARN2 apresenta até 38% de identidade com outras arabinanases, 
porém, as várias inserções de resíduos de aminoácidos em sua cadeia a tornam um alvo de 
estudo interessante. Somente através da determinação da estrutura tridimensional da enzima 
será possível obter a posição exata desses resíduos e, portanto, inferir sua importância para a 
catálise. Tais características a torna um interessante alvo de estudos estruturais para a 
compreensão do seu mecanismo de ação.  
 
Exo-α-1,5- L-arabinanase (ARN3) 
A ARN3 é uma exo-α-1,5- L-arabinanase de 347 resíduos de aminoácidos obtida, 
também, a partir da metagenômica do rúmen bovino. Sua porção N-terminal possui um 
peptídeo sinal com 20 resíduos de aminoácidos. Sua sequência de aminoácidos a classifica 
como membro da família GH43, bem como revela que não há em sua estrutura, um linker rico 
em serinas e glicinas ou um CBM. 
 A ARN3 recombinante tem um pH ótimo entre 6,0 e 7,0, sendo sua maior estabilidade 
em pH 5,0. Sua temperatura ótima está entre 40°C e 50ºC, e a enzima se mostra estável em 
temperatura menor ou igual a 45ºC por 6 h. A proteína madura tem sua massa molecular 
calculada, utilizando o programa ProtParam em 37 kDa e pI teórico de 7,13. Ela é mais ativa 
frente a polímeros de arabinanas desramificada e lineares não clivando arabinanas de beterraba, 
arabinoxilanas ou o substrato sintético p-nitrofenil-α-L-arabinofuranosídeo, diferentemente 
das arabinofuranosidases. Os resultados obtidos sugerem que a ARN3 seja uma exo-enzima, 
porém não esclarecem o modo de ataque ao substrato. Ensaios funcionais mostraram que 
ARN3 é fortemente inibida pela presença de cadeias laterais de arabinofuranosil. Sua atividade 
de exo-arabinanase foi comprovada através da análise dos produtos de digestão de arabino-
oligossacarídeos, como também com arabinanas naturais e modificadas. Em todos os casos foi 
observado o acúmulo de arabinose durante a reação sem a presença de oligômeros 
intermediários (Wong et al., 2008). Até o momento somente uma exo-arabinanase da família 
GH43 foi caracterizada funcional e estruturalmente, a Arb43A de C. japonicus (CjArb43A). A 
ARN3 se diferencia dessa enzima por apresentar um padrão de clivagem único: enquanto a 
CjArb43A libera arabinotriose, ARN3 libera arabinose durante a catálise. Isso despertou 





modo de ação entre as exo-arabinanases da família GH43 (Nurizzo et al., 2002; Proctor el al., 
2005; Wong et al, 2008). 
Análises de estrutura primária e alinhamento com arabinanases homólogas já 
caracterizadas indicam que ARN3 é composta por um único domínio, o catalítico, com 
enovelamento de 5-fold β-propeller possuindo 5 folhas β, cada uma composta por 4 fitas β 
antiparalelas. Além disso, foi possível observar que ARN3 contém uma sequência extra de 
resíduos de aminoácidos (R203-A230), tornando maior o loop que conecta a terceira e a quarta 
folha β do propeller (Figura 5).  
ARN3 apresenta identidades de sequência similares à das endo enzimas AbnB de 
Geobacillus stearothermophilus e BsArbB de Bacillus subtilis e à exo-arabinanase CjArbA de 
Cellvibrio japonicus. Dessa forma, supõe-se que a diferenciação em exo enzima não ocorra 
através de grandes modificações estruturais, e sim por alguma mudança local na estrutura. A 
principal diferença entre ARN3 e outras arabinanases é a inserção de resíduos no loop que 
conecta a terceira e a quarta folha β do propeller. Desta maneira, estudos estruturais para 
verificação de determinantes estruturais para seu mecanismo de ação são de grande interesse. 
As arabinanases possuem aplicações em diversas áreas, tais como na indústria 
alimentícia, síntese orgânica e degradação de matéria lignocelulósica para a produção de 
biocombustível. Estudos recentes demonstram que o uso de arabinanases e 
arabinofuranosidases aumentam a eficiência de outras enzimas como xilanases e celulases na 
liberação de açúcares fermentescíveis devido sua ação sinérgica na quebra de polissacarídeos 
complexos. Entretanto há poucos estudos estruturais de arabinanases, e estes estão limitados a 
enzimas isoladas de Bacillus subtilis, Geobacillus stearothermophilus, Bacillus 
thermodenitrificans e Cellvibrio japonicus (Proctor et al., 2005, De Sanctis et al., 2010; 
Alhassid et al., 2009; Yamaguchi et al., 2005; Nurizzo et al., 2002), todas bactérias presentes 
no solo. 
 Neste contexto, o conhecimento da estrutura e do mecanismo de ação que governa uma 
endo e exo-arabinanase provenientes de um ambiente diferenciado, o rúmen bovino, gerou 
novas possibilidades na ativação e determinação da especificidade além das conhecidas para 











1. Objetivos gerais 
Elucidar os determinantes estruturais do modo de operação de duas enzimas de 
interesse biotecnológico endo-α-1,5-L-arabinanase e exo-α-1,5-L-arabinanase provenientes da 
microflora do rúmen bovino através de uma abordagem multidisciplinar envolvendo técnicas 
biofísicas de alta resolução (cristalografia de raios X e SAXS), enzimologia (cinética e CZE) 
e tecnologias de DNA recombinante (clonagem e mutagênese sítio-dirigida). 
 
2. Objetivos específicos 
2.1 Produção em sistema bacteriano e isolamento das proteínas de interesse em larga escala; 
2.2 Determinação e análise da estrutura tridimensional; 
2.3 Caracterização do comportamento oligomérico em solução; 
2.4 Análise comparativa das estruturas obtidas e proposição de mutantes para conversão 
funcional; 
2.5 Produção em sistema bacteriano e purificação de enzimas mutantes; 
2.6 Caracterização funcional da enzima recombinante e seus mutantes; 
2.7 Análises correlativa dos dados estruturais e funcionais para a compreensão das bases 














1. Produção e purificação de proteínas-alvo 
1.1 Expressão de proteínas recombinantes em sistema bacteriano 
Os fragmentos de DNA de ARN2 e ARN3 já haviam sido clonados em vetor pET32b 
pelo grupo do Dr. Wong, quem realizou os testes funcionais iniciais das enzimas e em 
colaboração foram enviados para a caracterização estrutural e mecanística. Para expressão 
heteróloga, 1 µL de cada plasmídeo foi transformado 75 µL de cepa de E. coli BL21 (DE3) por 
eletroporação e plaqueados em meio LB sólido contendo 0,1 mg mL-1 ampicilina (antibiótico 
de resistência do vetor) e incubada em estufa a 37°C para crescimento. A pré–cultura de uma 
colônia foi crescida em LB líquido contendo ampicilina, a 200 rpm, 37 °C por 16 h. 
Para cada 500 mL de LB líquido seletivo contendo 0,1 mg mL-1 ampicilina foi 
adicionado 2% de pré-cultura e crescidos a 200 rpm, 30°C por cerca de 2 h 30 min até atingir 
a densidade óptica (D.O.) de 0,7 e então as células foram induzidas com 0,1 mM de IPTG 
(isopropil β-D-1-tiogalactopiranosideo). A expressão foi feita por 4 h. Tendo em vista que os 
peptídeos de sinal nativos dessas enzimas foram removidos aos serem clonados no vetor pET 
32b, as proteínas de interesse produzidas permanecem no citoplasma bacteriano e, portanto, a 
fração bacteriana foi separada do meio de cultura por centrifugação a 8230 xg, durante 15 min 
e o precipitado que correspondia ao extrato bacteriano foi congelado a -20°C. 
 
1.2 Lise celular e purificação por cromatografia líquida 
Lise celular 
Uma vez expressas, cada 500 mL de extrato bacteriano foi resuspendido em 15 mL de 
tampão de lise (solução tampão A, que será descrita a seguir, com 5 mM benzamidina e 1 mM 
PMSF[fluoreto de fenilmetilsulfonil]). Para a fragilização da parede celular bacteriana foram 
adicionados 10 µg de lisozima sob agitação por cerca de 45 min a 4°C. O processo de lise foi 
finalizado por sonicação em um Sonicador Sonics Vibra-Cell VCX 500 com pulsos de 5 s e 
intervalos de 7 s com 50% de amplitude até a clarificação do extrato. Em seguida, o extrato 






Cromatografia de afinidade por metal imobilizado (IMAC) 
Para este trabalho foi utilizada a cromatografia de afinidade por metal imobilizado 
(IMAC), sendo o níquel o metal divalente imobilizado. O resíduo que possui maior afinidade 
ao níquel é a histidina, capaz de coordenar interações com o íon metálico e, portanto, utiliza-se 
uma fusão com seis histidinas (6xhis) a proteína de interesse. Para que a proteína seja expressa 
com a fusão 6xhis, a sequência codificante foi inserida na porção C-terminal da cadeia aberta 
de leitura (ORF, do inglês open reading frame). 
Após a lise bacteriana, os sobrenadantes foram filtrados em filtros com corte de 0,45 
µm para remoção de quaisquer debris celulares restantes da centrifugação para posteriormente 
serem aplicados na cromatografia de afinidade a níquel com fluxo de 1 mL min-1 em coluna 
HiTrap Chelating® 5 mL ou 1 mL (GE), carregada com 50 mM sulfato de níquel. As colunas 
foram acopladas a um sistema Fast Performance Liquid Chromatography (FPLC) Äkta® (GE) 
e pré-equilibrada com solução tampão A (TpA – 20 mM fosfato de sódio pH 7,4, 500 mM 
cloreto de sódio, 5mM imidazol) seguido da eluição das proteínas de interesse com fluxo de 1 
mL min-1 em solução tampão B (TpA com 500 mM imidazol). O monitoramento da 
absorbância foi feito a 280 nm, faixa em que resíduos aromáticos absorvem a luz ultravioleta. 
As frações de toda a purificação foram coletadas. Alíquotas de cada fração foram aplicadas em 
gel SDS-PAGE 13% e, após eletroforese, corado com Coomassie Blue, a fim de identificar as 
frações correspondentes à proteína alvo. 
 
Cromatografia de exclusão molecular 
Com a finalidade de obter uma amostra pura e livre de moléculas agregadas que possam 
prejudicar experimentos posteriores, foi realizada a cromatografia de exclusão molecular (SEC, 
do inglês size-exclusion chromatography).  
A amostra proveniente da cromatografia de afinidade por metal imobilizado foi 
concentrada em filtros do tipo Amicon 30 kDa ou 10 kDa (caso a proteína estivesse clivada) 
para um volume final de 2 mL, centrifugada a 20817 xg e aplicada com fluxo de 0,5 mL min-
1, em coluna HiLoad Superdex 75® 16/60 (GE) acoplada ao sistema FPLC e a eluição 
monitorada em comprimento de onda de 280 nm. Para a exclusão molecular foi utilizada como 
fase móvel uma solução 20 mM fosfato de sódio pH 7,4 com 150 mM cloreto de sódio. O grau 






1.3 Quantificação de proteínas 
As frações correspondentes às amostras de interesse foram dialisadas contra 1 L de 
solução 20 mM HEPES pH 7,5, para experimentos estruturais ou em 50 mM tampão fosfato 
pH 6,0, para experimentos funcionais e concentradas para volumes finais de 1 mL. 
Após a concentração das frações as amostras foram quantificadas pelo método de Beer-
Lambert (Lambert, 1750; Beer, 1852), através da utilização da massa molecular (M.M.) da 
proteína e seus respectivos coeficiente de extinção moelcular (Ɛ) obtidos através do servidor 
ProtParam (Gasteiger et al., 2005), pela equação: 
 
A280 = ɛ L C 
 
onde A280 corresponde a absorbância medida a 280 nm, L, ao caminho ótico da cubeta em 
centímetros (cm), C, a concentração molar (mg mL-1 Da-1) e ɛ, o coeficiente de extinção molar 
em 280nm (M-1cm-1). 
 
2. Ferramentas de biologia molecular: modificações no DNA 
plasmidial 
A manipulação de DNA para gerar mutações pontuais únicas e a produção de deleções 
e inserções em uma sequência alvo in vitro é de grande valia para estudos moleculares. Tal 
ferramenta tem sido extremamente valiosa para avaliar a relação estrutura-função de proteínas 
e para a modificação de vetores (Smith, 1982; Sugimoto et al., 1989; Braman et al., 1996). A 
seguir serão descritas as metodologias de biologia molecular para a obtenção dos mutantes da 
enzima com atividade exo, a ARN3. A Tabela 2 contém as informações, as quais serão 
elucidadas no decorrer da tese, referentes à localização das mutações, a técnica para obtenção, 












Tabela 2. Mutações inseridas em ARN3, descrevendo as regiões modificadas, nomes e 



















































































2.1 Mutação sítio-dirigida 
A Figura 6 ilustra um procedimento clássico de mutação sítio-dirigida a partir de um 
plasmídeo fita dupla supercoiled, que contém a ORF de interesse (Figura 6A e B). A polimerase 
irá estender a fita de DNA complementar a cada fita parental a partir de cada oligonucleotídeo 
mutagênico, incorporando-o. Utilizando a endonuclease DpnI, o plasmídeo metilado contendo 
DNA parental será digerido restando apenas o plasmídeo contendo o DNA mutante (Figura 6D 
e E). Finalmente, este será transformado em cepas de E. coli dam+ competentes capazes de 
reparar e metilar o plasmídeo nelas inserido e gerar clones mutantes (Sugimoto et al., 1989; 
Braman et al., 1996). 
 
 
Figura 6. Esquema de modificação de DNA plasmidial para mutação pontual sítio-dirigida. 
(A) O DNA contendo as regiões a serem mutadas estão marcadas com um X vermelho; (B) os 
oligonucleotídeos iniciadores contendo as mutações desejadas anelam a região complementar 
e (C) a polimerase, junto aos outros componentes da reação geram uma cópia do plasmídeo 
mutado não circular pela incorporação dos oligonucleotídeos mutantes. (D) A digestão do DNA 
parental com DpnI, restando somente o plasmídeo mutante e não circular. (E) O DNA mutado 
é transformado em cepas bacterianas que promovem a reparação e circularização do DNA 
mutante (Adapatado de QuickChange® Site-Directed Mutagenesis Protocol). 
 
O passo fundamental para a eficácia da técnica está no desenho correto dos 
oligonucleotídeos onde a mutação de interesse deve estar contida em ambos e anelar na mesma 
sequência e em fitas opostas do plasmídeo. Além disso, as sequências devem possuir em torno 
de 40 bases evitando a formação de estruturas secundárias que dificultem ou impeçam o 
anelamento. A mutação de interesse deve estar de preferência no meio do oligonucleotídeo, 
garantindo que ao anelar em regiões complementares na extremidade, a mutação possa ser 
introduzida. O mínimo de 40% de bases guanina e citosina são necessários nos 
oligonucleotídeos, uma vez que a ligação tripla envolvida na complementaridade destas garante 
o forte anelamento à sequência. 
Foram desenhados oligonucleotídeos para promover mutações pontuais na região de 





hidratada de ARN3 (Tabela 2). Esses parâmetros foram avaliados com auxílio da ferramenta 
OligoAnalyser (Integrated DNA Technologies).  
A partir do plasmídeo mutante D37W, o par de oligonucleotídeos S329PF e S329PR 
foi utilizado para gerar um mutante duplo (D37W/S329P).  
Para as reações de mutações sítio-dirigidas foram utilizados 350 ng de plasmídeo 
ARN3-pET32b, 30 pmol de cada oligonucleotídeo, 0,5 mM desoxirribonucleotídeos (dNTPs), 
1 μM sulfato de magnésio (Fermentas), 5 μL do tampão Platinum® Pfx DNA Polymerase 10 
x e 1,25 U Platinum® Pfx DNA Polymerase (Life Technologies) para reação final de 50 μL. 
Os ciclos de amplificação consistiram de incubação em termociclador (Applied 
Biosystem) a 95°C por 5 min para a desnaturação do DNA. No passo seguinte, as reações foram 
submetidas a 95°C por 30 s, 55°C por 60 s para o anelamento dos oligonucleotídeos a região 
alvo da sequência de DNA e 68°C por 7 min para a reação de extensão do DNA pela DNA 
polimerase. Esta sequência foi repetida por 18 ciclos. 
Com o término dos ciclos, as reações foram incubadas com 1 U de DpnI (Fermentas) a 
37°C por 1 h para a digestão do plasmídeo metilado. O produto da reação contendo os 
plasmídeos mutantes foi transformado em 50 μL cepa de E. coli DH5α para reparação e 
verificação de sequência. Através de choque térmico, a bactéria contendo 10 μL da reação final 
é incubada em gelo por 30 min, 42°C por 1 min e 30 s e, finalmente, em gelo por 2 min. Após 
a adição de 800 μL de meio Luria-Bertani (LB) líquido, as bactérias foram crescidas a 37°C 
por 1 h e plaqueadas em meio LB ágar 2% (m/v) com 0,1 mg mL-1 ampicilina (antibiótico de 
resistência do vetor pET32b). As placas foram incubadas em estufa a 37°C por cerca de 16 h. 
Os clones obtidos em placa foram crescidos a 37°C, 200 rpm por 16 h e o DNA extraído 
utilizando o QIAprep Spin Miniprep Kit (Qiagen) para sequenciamento de DNA. 
 
2.2 Reação em cadeia da polimerase (PCR) inversa 
Para o caso de deleção ou inserção de fragmentos, uma dentre as diversas técnicas hoje 
existentes está a PCR inversa (Erster & Liscovich, 2010). Esta técnica possibilita gerar 
mutantes e quimeras através de um DNA plasmidial dupla fita por sucessivas reações. De uma 
maneira semelhante às mutações sítio-dirigidas, somente um par de oligonucleotídeos é 
necessário, sendo que ambos devem conter a região de inserção ou deleção de interesse nas 
extremidades (Figura 7A). Através de uma reação em cadeia da polimerase (PCR), esse novo 
plasmídeo é gerado, porém aberto, contendo cada uma das metades da mutação em uma das 





seleção do plasmídeo recém-sintetizado, este é fosforilado com uma enzima quinase, a qual 
catalisará a transferência do fosfato gama do ATP para o grupo hidroxila 5’ da fita dupla de 
DNA (Figura 7D). Isso possibilita que ao incubar esse plasmídeo aberto junto a uma ligase, 
haja religação através da formação de pontes fosfodiéster entre uma hidroxila 3’ e um fosfato 
adicionado a extremidade 5’ na presença de ATP. Ao se tornar circular (Figura 7E), o 
plasmídeo contendo o DNA mutado poderá ser utilizado para os seus devidos fins (Hemsley et 
al., 1989; Erster & Liscovitch, 2010). 
 
 
Figura 7. Esquema de deleção ou inserção de fragmentos em DNA plasmidial pela técnica de 
PCR inversa. (A) Os oligonucleotídeos iniciadores contendo o fragmento a ser inserido na 
extremidade, anelam ao DNA pelas regiões complementares. (B) A polimerase e os outros 
componentes da reação, gera o plasmídeo com inserção, já que incorpora os oligonucletídeos. 
(C) As regiões com modificações ficam nas extremidades do plasmídeo não circular e a reação 
é submetida a digestão com DpnI, selecionando apenas o plasmídeo mutado. (D) O plasmídeo 
aberto deve ser fosforilado para promover a religação das extremidades e (E) posteriormente é 
transformado em bactéria. (Adataptado de Erster & Liscovitch, 2010). 
 
Diferente da técnica de mutação sítio-dirigida, as regiões de modificação do 
oligonucleotídeos devem estar na extremidade de ambos. No oligonucleotídeo sense a região 
3’ contém em torno de 24 bases complementares a fita molde, entretanto a região que será 
deletada não deverá ser incluída. Na região 5’ está contida metade de nucleotídeos que serão 
inseridos na sequência. Para o oligonucleotídeo anti-sense, a região 5’ deve conter a outra 
metade invertida da sequência a ser inserida e a região 3’ deve conter a região homóloga ao 
DNA molde excluindo a sequência que será deletada. Os oligonucleotídeos tornam-se bastante 
extensos, mas como dito anteriormente, deve-se evitar a formação de estruturas secundárias 
que possam atrapalhar o anelamento a sequência molde. A utilização da ferramenta online 
OligoAnalyser, também foi utilizada nessa técnica para avaliar as propriedades dos 
oligonucleotídeos desenhados. 
Utilizando esta técnica foi possível construir o mutante quimérico ARN3-SRGEEP, 





açúcares foi substituída por um loop menor, de seis resíduos, pertencente a endo-arabinanase 
ABN-TS de Bacillus thermodenitrificans da família GH43.   
Cerca de 100 ng de plasmídeo circular de ARN3-pET32b foi adicionado à reação 
contendo 45 ng de cada oligonucleotídeo sintético, 0,5 mM de desoxirribonucleotídeos 
(dNTPs), 1 μM sulfato de magnésio (Fermentas), 5 μL do tampão Platinum® Pfx DNA 
Polymerase 10x e 1,25 U Platinum® Pfx DNA Polymerase (Life Technologies) e 10% DMSO 
(dimetilsulfóxido) para reação final de 50 μL. 
Para a amplificação, a reação foi incubada em termociclador (Applied Biosystem) a 
95°C por 5 min para a desnaturação do DNA. No passo seguinte, as reações foram submetidas 
a 95°C por 15 s, 55°C por 30 s para o anelamento dos oligonucleotídeos a região alvo da 
sequência de DNA e 68°C por 7 min para a reação de extensão do DNA pela DNA polimerase. 
Esta sequência foi repetida por 30 ciclos. Ao término, 1 U de DpnI foi adicionada ao produto 
da reação e permaneceu incubado a 37°C por 1 h. A enzima foi inativada a 80°C por 20 min. 
  A confirmação pelo tamanho do DNA amplificado ocorreu pela aplicação de uma 
alíquota do produto de reação em gel 1% (m/v) agarose e, posteriormente, visualizados em luz 
ultravioleta. Após a confirmação, toda a reação foi aplicada, extraída do gel e purificada através 
QIAquick Gel Extraction Kit (Qiagen). Este produto foi quantificado através da absorção a 260 
nm em NanoDrop (ThermoScientific), para acompanhar o rendimento e perda de DNA 
plasmidial ao longo de todos os passos da clonagem. 
Para a reação de fosforilação, 40 μL de DNA plasmidial extraído foram incubados com 
5 μL de 10 x Reaction Buffer A, 1 U T4 Polynucleotide Kinase (ThermoScientific) e 0,8 mM 
ATP para reação final de 50 μL. A reação permaneceu a 37°C por 1 h e posterior inativação da 
enzima a 75°C por 10 min. 
Uma alíquota do produto fosforilado foi aplicado em gel de 1% (m/v) agarose para 
verificar rendimento e qualidade de amostra para, então, purificar o DNA plasmidial com 
QIAquick PCR Purification Kit (Qiagen). Este produto foi quantificado novamente e 150 ng 
de DNA plasmidial fosforilado foi incubado com 4 μL de 5 x T4 DNA Ligase Buffer, 2 U T4 
DNA Ligase (ThermoScientific) para volume final de 20 μL. A reação permaneceu a 16°C por 
16 h.  
A transformação do plasmídeo religado em DH5α procedeu como descrita na seção 2.1 
e após o crescimento de colônias em placa, os clones foram submetidos a sequenciamento para 






3. Cinética enzimática 
A determinação da atividade enzimática é uma ferramenta que permite a caracterização 
de enzimas quanto as suas condições ótimas de catálise e verificação do enovelamento correto 
quando produzidas através de sistemas heterólogos de expressão. As medidas in vitro em 
condições que se assemelham as in vivo, tem como objetivo a determinação da concentração de 
enzima, substrato mais adequado, temperatura e pH ótimos e força iônica. Um estudo completo 
dos parâmetros que influenciam a atividade enzimática permite extrapolar para a atividade 
esperada in vivo ou aplicada a processos industriais (Scopes, 2002).  
Neste trabalho, a determinação da atividade enzimática e os parâmetros cinéticos fez-
se pelo método do ácido dinitrosalicílico (DNS) (Miller, 1959) adaptado para micro-ensaio, 
onde é possível quantificar as extremidades redutoras de açúcares pela absorção a 540 nm. 
Através dessa técnica foi possível determinar o painel de substratos, temperatura e pH ótimos 
e parâmetros cinéticos para ARN3 e seus mutantes. Primeiramente foram realizados testes para 
a determinação das condições ótimas de atividade da enzima: pH e temperatura.  
A determinação do pH foi testada na presença de uma fórmula adaptada de soluções tampões 
McIlvaine (1921) pela adição de 0,1 M glicina, possibilitando o tamponamento desde pH 2,0 
até 10,0. O ajuste dos valores se dá pela proporção de 0,1 M ácido cítrico e 0,1 M hidrogênio 
fosfatodissódico. Foram preparadas soluções com variações de 0,5 unidade de pH e diluídos na 
reação enzimática para concentração final de 0,05 M. 
Nos experimentos para determinação da temperatura ótima para as enzimas, as reações 
foram incubadas de 20 a 80°C em intervalos de 5°C em termociclador com gradiente de 
temperatura (Applied Biosystems). Para o painel de substrato 0,25% (m/v) de arabinana 
desramificada, arabinana linear, arabinana de beterraba e arabinoxilano (Megazyme) foram 
incubados com as enzimas. A cinética enzimática utilizou crescentes concentrações de 
arabinana desramificada, substrato pelo qual as enzimas possuíam maior atividade durante 15 
min.  
No esquema geral, as reações consistiram de: 50 mM fosfato de sódio pH 7,4; 50 µg de 
enzima e 0,25% (m/v) substrato para volume final de 100 µL. As reações para cada condição 
foram feitas em cinco repetições, além do branco, onde no lugar da enzima foi adicionado 
apenas a solução tampão da enzima. As reações foram montadas em placas de PCR com 96 
poços (Labcon) e incubadas em termociclador por 15 min. A reação foi interrompida pela 





são transferidos para microplacas de ELISA, 96 poços, com fundo plano (Greiner Bio One) 
para a leitura em espectrofotômetro Tecan Infinite 200, a 540 nm e a temperatura ambiente. 
No tratamento de dados dos experimentos de pH, temperatura e painel de substrato, os 
valores de absorbância foram convertidos em atividade relativa (%), sendo que para este último 
foi aplicado o teste t para verificar se as alterações na preferência por substratos entre enzima 
nativa e mutantes são estatisticamente significativas através da determinação do p-valor 
(α=0,05). 
Para os experimentos cinéticos, os dados experimentais foram convertidos em unidades 
de atividade (U, definido como concentração molar de açúcar redutor produzido por minuto 
[µmol min-1]) por miligrama de proteína. Para cada reagente DNS preparado, uma curva padrão 
com diferentes concentrações de arabinose foi obtida como uma função linear (R2 > 0,99). O 
intervalo de confiabilidade pelo método está na absorbância entre 0,1 a 0,8. 
 
4.  Eletroforese capilar de oligossacarídeos 
A eletroforese capilar de zona (CZE) é uma das técnicas de eletroforese capilar mais 
utilizadas para a separação de componentes carregados, sendo baseada em diferenças de 
mobilidade eletroforética, que é diretamente proporcional à carga da molécula e inversamente 
proporcional a viscosidade do solvente e ao raio atômico (Li, 1992). 
A CZE tem sido utilizada em análises estruturais de componentes da parede celular 
vegetal e caracterização de produtos de clivagem de enzimas as quais degradam 
polissacarídeos. Métodos tradicionais de análises são limitados pelo fato de açúcares não 
conterem cromóforos e, apesar da sua absorbância a 185 nm, a sensibilidade da detecção é fraca 
devido a sua baixa absorção molar. Esse problema pode ser contornado pela CZE através da 
marcação desses açúcares com um cromóforo e detecção da fluorescência induzida por laser de 
argônio, de alta sensibilidade. A separação de amostras pela técnica resulta em alta eficiência 
de separação dos açúcares, rapidez e requer baixas concentrações (Evangelista et al., 1995; 
Mort & Wu, 2011). 
Os oligômeros de açúcar podem ser marcados em suas extremidades redutoras pela sua 
reação com uma amina fluorescente no grupo aldeído para formar uma imina, que será 
seletivamente reduzida com cianoborohidreto a uma amina secundária e estável. O marcador 
fluorescente mais utilizado recentemente tem sido o ácido 8-aminopireno-1,3,6-trisulfônico 
(APTS) que absorve luz azul e fluoresce verde (Figura 8). A sensibilidade de detecção de 





quando se utiliza outras sondas extrínsecas de diferentes comprimentos de ondas de excitação. 




Figura 8. Reações envolvidas no processo de marcação de oligossacarídeos por aminação 
redutiva. A extremidade redutora do açúcar tem seu grupo aldeído reagindo com uma imina 
fluorescente (APTS); este complexo na presença de cianoborohidreto de sódio (NaBH3CN) e 
altas temperaturas reduz o complexo a uma amina secundária e mais estável (Knudson & 
Simonian, 2004). 
  
Para experimentos de separação e detecção de açúcares, geralmente são utilizados 
capilares de sílica não revestidos, juntamente a solução eletrolítica com baixo pH garantindo 
assim que os grupos silanol estejam protonados e que não haja cargas fixas na parede interna 
do capilar. O baixo pH também gera total protonação de ácidos urônicos, e, portanto, tanto os 
oligossacarídeos neutros como os ácidos estarão carregados somente devido aos três grupos de 
ácidos sulfônicos da amina fluorescente da sonda. Como todos os açúcares na solução terão a 
mesma carga, a força que rege o campo elétrico deve ser a mesma para todos eles. O diferencial 
está na força friccional dos oligômeros que será o produto da velocidade pelo seu coeficiente 
de fricção, ƒ. De acordo com a lei de Stokes, o coeficiente de fricção: 
 
 ƒ = 6πη𝑟 
 
onde, η é a viscosidade do meio, e r ,o raio de Stokes do oligômero; quanto maior o raio 
hidrodinâmico, mais lentamente o oligômero migrará no campo elétrico. Portanto, a 
eletroforese utilizando oligômeros marcados permite a distinção de acordo com o tamanho das 
moléculas (Mort & Wu, 2011). 
Neste trabalho, o CZE permitiu a determinação do padrão de clivagem das enzimas 
sobre substratos de interesse, sendo estes 0,25% (m/v) arabinana linear e 5 mM 
arabinoheptaose e arabinohexaose (Megazyme).  
As reações enzimáticas foram preparadas como descrito na seção 3. Após a incubação 





a 95°C por 10 min. As reações foram evaporadas totalmente a vácuo em MiVac Concentrator 
(Genevac) durante cerca de 45 min. 
Para a marcação dos açúcares produtos de reação foi utilizado 1 µL do sal trisódico de 
ácido 8-aminopireno-1,3,6-trisulfônico (APTS) e 3 µL de 1 M de cianoboroidreto de sódio em 
tetrahidrofurano. A reação foi incubada a 60°C por 1 h e 30 min e imediatamente envolvida 
em papel laminado, uma vez que o APTS é fotossensível. As amostras foram diluídas em 15 
µL de água, sendo essa a solução estoque, e centrifugadas para a remoção de agregados. Para 
as corridas de eletroforese, a solução estoque foi diluída 1:8 para volume final de 40 µL, de 
acordo com a intensidade dos picos. 
O sistema utilizado foi P/ACE™ MDQ (Beckman Coulter) nas instalações do CNPEM, 
o qual possui uma fonte de laser de argônio que excitará as moléculas marcadas com APTS a 
488 nm e detector induzido por fluorescência (LIF) que absorverá a 520 nm. O equipamento 
possui um capilar de sílica fundida com diâmetro interno de 50 µm e altura de 31 cm. 
A montagem do método e tratamento dos dados foram feitos no software 32 Karat. 
Neste procedimento foi aplicada uma voltagem de 20 kV, com fluxo reverso e a corrente é 
mantida em torno de 90 µA. 
As corridas dos diferentes tempos de reação foram feitas em sequência, sendo que 
houve uma lavagem de 5 min entre cada uma. Cada corrida teve uma duração de 12 min. A 
aquisição dos dados foi feita em unidades relativas de fluorescência (RFU) em função do tempo 
em minutos.  
 
5. Proteólise limitada para clivagem da Trx 
Devido ao fato de estar clonada em vetor pET32b, as proteínas contêm fusão de 
tiorredoxina (Trx) na porção N-terminal unida às sequências das enzimas por um curto linker 
(sequência GSGSGPST em ARN2 e GSGSG em ARN3). 
A fusão Trx é descrita como bastante eficaz na expressão heterólogas de proteínas em 
sistema bacteriano, sendo capaz de auxiliar no enovelamento correto e solubilidade de 
proteínas (LaVallie et al., 1993). Entretanto, para seguir com experimentos estruturais a 
remoção desta inserção pode ser necessária e foi realizada pela incubação com a protease 
tripsina extraída de pâncreas bovino. 
Para determinação do padrão de digestão tríptica foram necessários testes de 





mL-1 de tripsina (Sigma-Aldrich), a temperatura ambiente e 4 °C, com tempos entre 15 min a 
4 h. 
A reação foi interrompida pela adição de 5 mM benzamidina, em banho de gelo, durante 
10 min. A eficácia da clivagem foi analisada por SDS-PAGE 13%, corado com Coomassie 
Blue. Identificadas as condições ideais para clivagem da proteína alvo por tripsina, o volume 
total da amostra foi incubado em concentração final de 10 μg mL-1 de tripsina. 
 
6. Espalhamento dinâmico de luz (DLS) 
Essa técnica forneceu parâmetros fundamentais para acessar a qualidade da amostra 
para a caracterização estrutural, como a polidispersividade da amostra e raio hidrodinâmico 
(Rh). Tais parâmetros são extrapolados a partir do coeficiente de difusão translacional, usando 
a equação de Stokes-Eistein (Schmitz, 1990). 
 Para tanto, as amostras foram centrifugadas a 20000 xg durante 10 min, a 4°C. Foram 
utilizadas cubetas de safira de 3 mm de caminho ótico em equipamento DynaPro 810 DLS 
(Wyatt Technology Corporation) com controlador de temperatura peltier. As medidas foram 
realizadas em ângulo de 90° de detecção, a 18°C, onde foram feitas 50 medidas com 5 s de 
aquisição e intervalo de 1 s, utilizando o software DYNAMICS v.6.10.1.2. 
 
7. Espalhamento de raios X a baixos ângulos (SAXS) 
O espalhamento de raios X a baixos ângulos (SAXS) é uma ferramenta poderosa no 
estudo de macromoléculas biológicas, tendo como vantagem analisar mudanças no estado 
oligomérico e mesmo conformacionais (dependendo da magnitude dessas alterações 
estruturais) em resposta a variações externas, além de estudá-las em sua forma nativa e mais 
próximo de seu estado fisiológico, já que a amostra se encontra em solução. É possível fazer 
estudos cinéticos do enovelamento proteico e da formação de oligômeros. Em suma, esta 
técnica possibilita obter informações sobre a forma e tamanho geral das moléculas em solução 
já que é capaz de medir diretamente o raio de giro (Rg).  Assim, como para cristalografia, a 
amostra pura e monodispersa é necessária, entretanto utilizam-se amostras mais diluídas. O 
espalhamento elástico de raios X a partir de macromoléculas em solução é detectado como 
intensidade espalhada em função do ângulo de espalhamento (Kataoba & Goto, 1996; Doniach, 





As amostras das proteínas de interesse foram preparadas em solução 20 mM fosfato de 
sódio pH 7,4 nas concentrações de 1,5 a 5,0 mg mL-1 e previamente centrifugadas a 20000 xg 
durante 30 min, a 4°C, para a remoção de agregados. 
Os dados de SAXS foram coletados em detector Pilatus (300k, 84 mm x 107 mm) na 
linha de luz D01A/SAXS1 instalada no Laboratório Nacional de Luz Sincrotron (LNLS-
CNPEM). O comprimento de onda da radiação foi ajustado para 1,55 Å e a distância entre 
amostra e detector foi de 1594,6 mm resultando em vetor de espalhamento na faixa de 0,01 
nm−1 a 0,23 nm−1 (q = 4πsinθ/λ, onde 2θ é o ângulo de espalhamento). 
As medidas foram feitas a temperatura ambiente, com exposição de 10 e 60 s ao feixe de 
raios X. A integração das curvas de SAXS foi feita no software Fit2D (Hammersley, 1997), o 
escalonamento feito a partir da concentração da amostra e a análise dos dados foram feitas pelo 
programa GNOM (Svergun, 1992). A construção dos envelopes de baixa resolução foi 
calculada a partir dos dados experimentais pelo método ab initio implementado no programa 
DAMMIN (Svergun, 1999). A média dos modelos foi gerada a partir de 10 envelopes pelo 
programa DAMAVER (Volkov e Svergun, 2003). Os envelopes gerados por SAXS e os 
modelos in silico foram sobrepostos pelo programa SUBCOMP (Kozin e Svergun, 2001) e 
para o cálculo da curva teórica de espalhamento dos modelos in silico foi utilizado o programa 
CRYSOL (Svergun et al., 1995). 
 
8. Cristalografia de proteínas 
A ciência da cristalografia se consolidou como uma ferramenta de extrema importância 
para investigar os princípios da arquitetura de moléculas ao nível atômico de proteínas. Ela 
compreende o crescimento de cristais de macromoléculas, obtenção de um padrão de difração, 
a partir do qual se pode calcular a posição de átomos no espaço real e, finalmente a construção 
de um modelo. Cada uma destas etapas será detalhada, a seguir. 
 
8.1 Cristalização 
O experimento de difração de raios X requer a formação de cristais. Os cristais 
consistem do arranjo periódico de moléculas; sua formação ocorre a partir de duas etapas 
principais: a nucleação e o crescimento (Figura 9A). Quando a proteína no seu estado 
supersaturado atinge a região instável, tem-se o favorecimento da formação de pequenos 





poderão crescer de maneira ordenada para formar cristais, na região metaestável (Asherie, 
2004; McPherson, 1999). 
 
 
Figura 9.  Cristalização de proteínas. (A) Representação do diagrama de fases; a formação de 
núcleos ocorre tipicamente na zona instável, e após a nucleação, se desloca para a região 
metaestável, onde haverá o crescimento de cristais. Amostras muito concentradas ou em 
condições com alta concentração de precipitantes, levam a zona de precipitação, onde estruturas 
desordenadas são formadas. (B) Esquema de uma das principais técnicas de cristalização de 
proteínas, a difusão de vapor, com as diferentes montagens do experimento:  gota pendente, 
gota sanduiche e gota sentada (Adaptado de Ducruix & Giege, 1992; Asherie, 2004).  
 
Para a cristalização, a amostra deve sofrer um controle de qualidade rígido, garantindo 
homogeneidade, solubilidade e estabilidade da amostra. Esse controle pode ser determinado por 





As condições de cristalização, as quais induzirão o crescimento de cristais, geralmente 
consistem de uma variação de soluções tampão (pH), agente precipitante (polímero ou sal) e 
temperatura. Inicialmente, quando não há informações sobre as condições cristalizantes de 
determinada amostra, opta-se pelo teste de matriz esparsa, onde as condições baseadas em 
maior número de sucessos são empregadas. Quando em alguma dessas condições há 
crescimento de cristais, parte-se para o grid screen, onde dois fatores contidos na condição de 
sucesso são sistematicamente analisados, sendo em geral, o agente precipitante e pH. Essa é 
conhecida como etapa de refinamento de condições, as quais permitem o crescimento de cristais 
maiores e bem formados, já que a boa formação de cristais é de extrema importância para a 
etapa de difração dos raios X (Berforgs, 2009). 
Na prática, existem diversas técnicas experimentais para a preparação de gotas as quais 
irão propiciar o crescimento dos cristais. A mais comumente utilizada é a difusão de vapor. 
Nesta técnica, permite-se que uma gota composta de solução proteica, solução tampão e agente 
precipitante atinjam o equilíbrio em relação a um reservatório maior contendo os mesmos 
componentes (condição de cristalização) exceto proteína. Pela difusão de vapor da gota para a 
condição de cristalização há o aumento da concentração de precipitante e proteína e aquelas 
condições que forem propícias geram o crescimento gradual de cristais pela ordenação das 
moléculas proteicas em uma solução supersaturada. As gotas podem ser confeccionadas 
pendentes, sentadas ou em sanduíche em relação à condição de cristalização (Figura 9B). 
Existem outras técnicas menos empregadas atualmente como o batch, onde os níveis de 
supersaturação são tipicamente ajustados na condição de cristalização e permanecem sem 
alteração; a difusão de líquido, onde se emprega a diálise, e contra-difusão utilizando capilares 
(Bergfors, 2009; McPherson, 1999). 
Tendo esses conceitos em mente, as amostras foram devidamente dosadas e sua pureza 
e homogeneidade verificadas para os ensaios de cristalização. Os experimentos foram 
realizados no laboratório de cristalização ROBOLAB, nas instalações do Laboratório Nacional 
de Biociências (LNBio-CNPEM) e empregou-se o método de difusão de vapor em gota 
sentada. Para isso, 0,5 + 0,5 µL de amostra/solução foram preparadas no sistema cartesiano 
HoneyBee 963 e as soluções das condições de cristalização preparadas no sistema Matrix 
Maker. 
A elaboração dos testes iniciais envolveu o uso de seis kits comerciais disponíveis, em 
placas de 96 poços: 





- Kit 2: Wizard I e II (96 condições) – Emerald Biosystems; 
- Kit 3: PACT (96 condições) - Nextal/ Quiagen; 
- Kit 4 JCSG + (96 condições) - Nextal/ Quiagen; 
- Kit 5: SalTRX (96 condições) - Hampton Research; 
- Kit 6: Precipitant Synergy (64 condições) – Emerald Biosystems,  
Todas as placas foram armazenadas em sala com temperatura controlada a 18°C. 
 
8.2 Determinação da estrutura cristalográfica 
 Difração de raios X  
Após o crescimento de cristais únicos, estes foram levados a linha de luz de 
cristalografia de macromoléculas W01B-MX2, localizada no Laboratório Nacional de Luz 
Síncrotron (LNLS-CNPEM) para experimentos de difração de raios X. Primeiramente, os 
cristais foram imersos em solução 30% (v/v) glicerol, sendo este o crioprotetor para o super-
resfriamento por nitrogênio. Posteriormente, a coleta de dados se deu pelo método de oscilação 
com comprimento de onda de 1,458 Å. As intensidades foram coletadas pelo detector MAR 
Mosaic 225 mm CCD (MAR Research). 
O cristal de ARN2 foi rotacionado 0,5° e 360 imagens foram coletadas e o cristal de 
ARN3 foi rotacionado 1° e 180 imagens foram coletadas. As reflexões dos conjuntos de dados 
foram indexadas em grupo espacial e as intensidades correspondentes em diferentes imagens 
foram integradas e escalonadas pelo programa HKL2000 (Otwinowski & Minor, 1997). 
Determinadas as camadas de resolução, o limite de resolução máxima foi selecionado com base 
no I/σ(I) e Rmerge. 
Métodos de obtenção das fases e determinação da estrutura 
O método de substituição molecular (Molecular Replacement - MR), utilizado em 
ambas as estruturas descritas neste trabalho, é aplicado quando estão disponíveis estruturas 
resolvidas homólogas à estrutura de interesse, utilizando-as como modelos para obtenção de 
informação das fases.  
A estrutura cristalográfica de ARN2 foi determinada utilizando a estrutura da homóloga 
da endo-arabinanase de Thermotoga petrophila (PDB: 4KC7) e a tiorredoxina de Escherichia 
coli (PDB: 2H6X) com 34% e 100% de identidade, respectivamente. A estrutura cristalográfica 
de ARN3 foi determinada utilizando a estrutura da endo-arabinanase homóloga de Geobacillus 





O programa MolRep (Vagin & Teplyakov, 1997) contido no pacote CCP4, foi utilizado 
para a substituição molecular. 
Construção e refinamento da estrutura 
A etapa de refinamento isotrópico com restrições geométricas e refinamento por TLS 
foi realizada no programa Refmac5 (Murshudov et al., 1997) contido no pacote CCP4, e após 
cada ciclo de refinamento, o modelo foi analisado manualmente e ajustado com base nos mapas 
de densidade (2Fo-Fc) e (Fo-Fc) no programa COOT (Emsley & Cowtan, 2004), até a obtenção 
de residuais cristalográficos Rfree e Rfactor coerentes. As moléculas de solvente foram 
manualmente adicionadas aos picos de densidade positiva acima de 3,0 σ nos mapas de Fourier. 
Finalizando a estrutura, os parâmetros locais e globais tais como desvios r.m.s (distância de 
ligação e ângulos de ligação) e torção dos ângulos diédricos Ψ (psi) Φ (phi) foram avaliados no 
























IV. RESULTADOS E DISCUSSÃO 
 
 Para melhor compreensão, os resultados referentes às diferentes enzimas serão 
subdivididos em capítulos. 
 
Capítulo 1. ARN2 (endo-α-1,5-L-arabinanase) 
   
 A enzima ARN2, proveniente de uma biblioteca metagenômica do rumem bovino obtida 
em colaboração com o Dr. D. Wong (ARS-USDA, Albany-CA), foi inicialmente caracterizada 
funcionalmente (Wong et al., 2009) e o objetivo desta parceria consistiu no entendimento 
mecanístico das propriedades funcionais desta enzima com grande aplicabilidade na 
despolimerização de hemiceluloses via uma abordagem estrutural multidisciplinar. 
  Alinhamentos de sequências mostraram que se tratava de uma endo-α-1,5-L-arabinanase 
pertencente à família GH43 com baixa identidade com enzimas já caracterizadas 
estruturalmente e com propriedades cinéticas muito atrativas para fins biotecnológicos já que 
esta enzima é capaz de hidrolisar arabinana ramificada com similar eficiência a arabinana 
linear. Em geral, endo-arabinanases clássicas tem uma grande preferência por substratos 
lineares, porém são os menos abundantes na natureza. Estes predicados funcionais e estruturais 
despertaram o interesse em decifrar a base molecular para sua adaptação funcional aos 
substratos ramificados. 
 
1. Expressão heteróloga e purificação 
  A enzima teve alto rendimento na expressão em sistema procarioto totalizando cerca 
de 10 mg por litro de expressão. Neste sentido a fusão de Trx teve um papel fundamental para 
bom rendimento de expressão de proteínas recombinantes já que é capaz de evitar a formação 
de corpos de inclusão devido a sua atividade óxido redutase que é responsável pela redução 
das pontes dissulfeto através da troca tiosulfito (Stewart et al., 1998; LaVallie et al., 2000; 
Young et al., 2012). Posteriormente, o extrato bacteriano contendo ARN2 passou pela etapa 
cromatográfica de afinidade ao níquel, sendo eluída em dois picos principais com 
concentrações de 75 mM e 125 mM de imidazol (Figura 10A). Foram selecionadas as frações 
do pico 1 (de 75 mM de imidazol), com maior rendimento de proteína (cerca de 2400 mAU) 






Figura 10. Cromatografias para purificação da ARN2. (A) Cromatograma e SDS-PAGE de 
afinidade a níquel em coluna HiTrap Chelating de 5mL acoplada a FPLC, onde: (I) representa 
a fração insolúvel, (A) a amostra aplicada, (FT) excesso do extrato bacteriano que não se liga 
a coluna, (1) o pico eluído com cerca de 75 mM de imidazol (15% de solução B), contendo a 
proteína de interesse e suas frações selecionadas para a exclusão molecular, e (2) pico eluído 
com 125 mM de imidazol (25% de solução B) também contendo a proteína alvo. (B) 
Cromatograma e SDS-PAGE da exclusão molecular em coluna HiLoad Superdex 75 16/60, 
onde (A) é a amostra aplicada, (2) o pico em que proteína alvo eluída com cerca de 50 mL de 
corrida. (C) Espalhamento dinâmico de luz (DLS) relacionando a intensidade de luz espalhada 
em função do raio de ARN2, que representa 100% da massa na amostra. O raio foi determinado 
em 3,9 nm com polidispersão de 23,0%. 
  
 Na etapa de polimento por cromatografia de exclusão molecular, a proteína de interesse 
foi eluída em um pico único, com cerca de 50 mL de corrida, volume esperado para a eluição 
do monômero de ARN2, com cerca de 900 mAU (Figura 10B). O pico eluído em volume de 





os quais são eluídos no volume morto da coluna de purificação (V0) e não foi mostrado no SDS-
PAGE). 
 As frações purificadas pela cromatografia de exclusão molecular foram concentradas e 
quantificadas em 5,8 mg mL-1 pelo método de Beer-Lambert, utilizando a massa molecular da 
Trx -ARN2 (PM= 76,3 kDa) e seu coeficiente de extinção (Ɛ= 154840 M-1 cm-1). 
Como mencionado anteriormente, a construção de ARN2 possui uma fusão Trx em sua 
porção N-terminal, a fim de assistir a expressão heteróloga. Tentativas de remoção da Trx por 
tratamentos com protease não culminaram clivagem da região linker sugerindo que 
possivelmente a proteína quimérica tenha uma estrutura pouco flexível, o que seria talvez 
vantajoso para os experimentos de cristalização. Portanto, seguiram-se os experimentos de 
caracterização estrutural na presença da fusão Trx que resultou na enzima quimérica Trx-
ARN2. 
 
2. Cristalização e determinação da estrutura da enzima 
quimera 
  Para os ensaios de cristalização de proteínas, foi fundamental a obtenção de amostra 
com alto grau de pureza e garantir homogeneidade estrutural, para que seja propícia a formação 
de cristais. Após realizar experimentos de espalhamento dinâmico de luz (DLS), observou-se 
polidispersividade da amostra não muito alta (23,0%), onde a maior parte da população possui 
predominantemente um raio hidrodinâmico de 3,9 nm (Figura 10C).  Este raio corresponde ao 
estado monomérico de ARN2 com uma massa molecular estimada em 70,0 kDa, de acordo 
com a massa molecular teórica calculada 76,3 kDa (ProtParam) para esta enzima fusionada a 
Trx. 
 Condições iniciais de cristalização com a amostra em solução tampão 25 mM HEPES 
pH7,5 propiciaram a formação de pequenos cristais em gota sentada, que necessitaram de uma 
etapa de refinamento a partir da condição inicial que continha 2,1 M de malonato de sódio 
como agente precipitante (Figura 11A). A etapa de refinamento da condição inicial consistiu 
da diminuição na concentração do agente precipitante para 1,8 M combinada com o método da 
gota pendente que, por fim, propiciaram a formação de cristais maiores e morfologicamente 
bem formados (Figura 11B). A mudança de gota sentada para gota pendente alterou a 
velocidade da difusão de vapor e contribuiu para o crescimento de cristais maiores (Adachi et 







Figura 11. Cristais da Trx-ARN2. (A) Condição inicial contendo 2,1 M de malonato de sódio 
em gota sentada gerou o crescimento de vários microcristais (10 a 50 microns) que precisavam 
ser refinados. (B) Condição inicial refinada através da redução do precipitante em gota 
pendurada; houve crescimento de mais de um cristal por gota com cerca de 400 a 500 microns. 
 
Os dados de difração foram coletados e foi verificado que o cristal de ARN2, possuía 
60,71% de conteúdo de solvente e o coeficiente de Matthews de 3,13 Å3 Da-1. A estratégia de 
coleta foi realizada em função da indexação do padrão de difração. O sistema cristalino foi 
determinado como ortorrômbico (P212121), onde a=99,91 b=114,32 e c=167,20 e α=β=γ= 90°, 
e os dados foram coletados até a resolução de 1.9 Å.  
 Após os ciclos de refinamento isotrópico pelo método de máxima verossimilhança 
intercalados com etapas de construção e inspeção manual, os valores dos residuais 
cristalográficos (Rwork e  Rfree), os quais medem o ajuste entre o modelo cristalográfico e os 
dados experimentais da difração dos raios X, convergiram para valores de 16% e 21%, 
respectivamente, e considerados satisfatórios para a resolução obtida. Os desvios r.m.s de 
ângulos e distância de ligação, 0,013 e 1,507, respectivamente, estão dentro do esperado. O 
diagrama de Ramachandran considerou que 97% dos resíduos de aminoácidos possuem as 
torções dos ângulos diedros permitidas. O modelo final consistiu de 2 moléculas na unidade 
assimétrica, contendo duas moléculas de glicerol e uma de sódio. As informações sobre a coleta 













Tabela 3. Estatísticas da coleta e dados e refinamento de estrutura Trx-ARN2. 
 Trx-ARN2 
Coleta de dados  
Grupo espacial P212121 
Parâmetros da cela unitária (Å) 99,91; 114,32; 167,20 
Resolução (Å) 50,00-1,90 (1,97-1,90) 
Rmerge (%) 9,3 (50,5) 
I/σ(I) 16,2 (2,6) 
Completeza (%) 98,3 (94,0) 
Multiplicidade 6,0 (4,7) 
Mosaicidade (º) 0,5 
Refinemento  
Resolução (Å) 44,37-1,90 
Nº de reflexões únicas 140105 
Rwork/Rfree (%) 16,1/21,0 
Bfactor total (Å
2) 33,4 
Nº de átomos da molécula 9901 
Nº de moléculas de água 843 
Ligantes Sódio e glicerol 
Desvios r.m.s.  
Comprimento de ligação (Å) 0,013 
Ângulos de ligação (º) 1,507 
Diagrama de Ramachandran  
Regiões favorecidas (%) 97,6 
Regiões permitidas (%) 2,2 
Regiões não permitidas (%) 0,2 
Código PDB 4KCA 
 
3. O papel da fusão de Trx no empacotamento cristalino 
  A estabilização e subsequente cristalização da ARN2 foi assistida pela fusão com a 
tiorredoxina. A sequência da Trx está clonada em vetor pET32b adjacente ao sítio de clonagem 
do vetor, gerando uma modificação em relação vetor comercial com um curto linker, mais 
favorável a cristalização. Neste caso a fusão não pôde ser removida pela incubação com 
proteases inespecíficas, como tripsina, durante um período de tempo controlado. 
  As fusões macromoleculares, tais como tiorredoxina (Trx) (Stoll et al., 1998; Corsini 
et al., 2008) maltose-binding protein (MBP) (Yamaguchi et al., 2005; Alhassid et al., 2009), 
gluthatione S-transferase (GST) (Vandermarliere et al., 2009; Fujimoto et al., 2010) e lisozima 
(Brüx et al., 2006; De Sanctis et al., 2010) tem sido muito utilizadas na produção heteróloga 





facilitar a purificação das mesmas nas posteriores etapas cromatográficas. Algumas das fusões 
podem, ainda, auxiliar no processo de cristalização de proteínas, gerando novas superfícies de 
contato e facilitando o empacotamento cristalino. Na caracterização tridimensional, as fusões 
cujas estruturas já foram determinadas podem auxiliar a resolução do problema das fases pela 
utilização do método da substituição molecular. 
  Um detalhe importante nesse contexto é o tamanho da junção (linker) entre a fusão 
(Trx) e a proteína de interesse, que no caso da ARN2 é relativamente curta (GSGSGPST) e 
produziu, portanto, uma quimera rígida. Caso contrário, a junção extensa pode gerar um grau 
de liberdade adicional entre as proteínas e entropicamente prejudicar a cristalização. 
  Neste sentido, a principal interface de interação entre as moléculas se localiza em uma 
região “enterrada” de 1330 Å2, envolvendo interações inter-cadeias entre Trx e ARN2 
relacionadas por um eixo de simetria de ordem 2 na unidade assimétrica. Desta maneira a Trx 
da molécula A faz contato com a ARN2 da molécula B e vice-versa (Figura 12A). 
 
 
Figura 12. Empacotamento cristalino de ARN2 fusionada a Trx. (A) Principais interfaces de 
interação entre Trx e ARN2 de dois monômeros na unidade assimétrica. Uma quimera está 
colorida em azul e a correspondente, em verde. (B) Sobreposição das duas moléculas da 
unidade assimétrica, mostrando que as Trx não se sobrepõem. 
  
 Outro detalhe interessante o qual confirma a importância da fusão na quimera se deve ao 
fato de que a sobreposição de duas moléculas da ARN2 da mesma unidade assimétrica, as Trxs 
não se sobrepõem, indicando que as duas quimeras adotam diferentes orientações 






 Todas essas observações justificam como a fusão de Trx foi imprescindível para a 
obtenção dos resultados desde a produção da enzima enovelada na fração solúvel até a 
determinação da sua estrutura cristalográfica. Esta estratégia não intuitiva de aumentar o 
tamanho da macromolécula a ser cristalizada se mostrou muito eficaz na cristalização da 
ARN2, onde tipicamente se busca obter uma região ou domínio mínimo, compacto e rígido, 
para cristalização, seja por meio de predição de regiões desordenadas, proteólise limitada ou 
por clonagem de domínios isolados de proteínas modulares. De fato, na literatura existe um 
crescente número de casos do uso da fusão macromolecular para a cristalização e o mais 
famoso destes é o da cristalização dos GPCRs por fusão com a lisozima G pelo ganhador do 
prêmio Nobel em química de 2012, constituindo uma quimera rígida que propiciou a os 
contatos cristalinos entre as moléculas (Zou et al., 2012; Kobilka et al., 2013). A fusão de Trx 
também se mostrou eficaz na cristalização de outras diferentes proteínas tais como o fator de 
splicing Puf60 (Corsini et al., 2008) entre outras (Smyth et al., 2003). 
 
4. Caracterização dos domínios catalítico e acessório 
  A caracterização molecular e funcional, e análises in silico realizadas por Wong e 
colaboradores (2009), permitiram classificar esta enzima como um membro da família GH43, 
com o típico enovelamento 5-fold β-propeller (Y117-K529) contendo um domínio acessório 
tipo barril β (S530-I538) na região C-terminal. Inicialmente foi proposto de que se tratava de 
um domínio catalítico associado a um módulo de ligação a carboidrato (CBM); entretanto, os 
alinhamentos entre sequências de CBMs descritos pelo CAZy mostraram a ausência de 
similaridade deste módulo com CBMs. Estas observações sugerem que a presença do domínio 
acessório do tipo barril β seja uma derivação de um CBM ancestral presente em arabinanases 
compostas por dois domínios, uma característica observada em algumas famílias de hidrolases 
glicosídicas como a GH39, por exemplo (Santos et al., 2012), além das GH43. 
  Estudos realizados com outras enzimas da família GH43, as quais contém dois 
domínios, mostraram como o domínio acessório contribui para a formação da fenda catalítica. 
Portanto, acredita-se que esse domínio possa estar relacionado à estabilidade estrutural de 
enzima e delineamento da cavidade catalítica (DeSanctis et al., 2010; McKee et al., 2012). As 
análises comparativas realizadas a respeito do papel do domínio acessório na estabilidade 






  A interface catalítica ARN2 possui a topologia de fenda (cleft) (Davies & Henrissat, 
1995), geralmente encontradas em enzimas caracterizadas como endo. Os resíduos catalíticos 
que atuam como base, ácido e modulador do pKa no mecanismo de catálise por inversão do 
carbono anomérico, são conservados, sendo estes D126 localizado na lâmina 1, E376 na lâmina 
3 e D308 na lâmina 4, respectivamente (Figura 13A).  
 
   
Figura 13. Interpretação da estrutura quimérica de ARN2. (A) A estrutura em cartoon em arco-
íris representa os três módulos que compõem a proteína: Trx, domínio acessório e domínio 
catalítico composto por 5 lâminas (blades). (B) Sobreposição estrutural de ARN2, TpAbn, 
YxiA e BsArb43B com as inserções de aminoácidos nos loops, destacadas em vermelho. (C) 
Comparação entre as fendas catalíticas de Trx-ARN2, TpAbn e BsArb43B destacando a fenda 






  Ainda, no domínio catalítico, estão resíduos de grande importância para o processo da 
clivagem do polissacarídeo, tais como a H125, que participa da orientação do resíduo que atua 
como base (D126); a S325 interage com 2-OH no subsítio +1 juntamente com N305. Além 
desses, o W217 faz interações do tipo stacking com a arabinose no subsítio -1. 
 Apesar do enovelamento 5-fold β- propeller característico da família GH43, ARN2 
mostrou uma interface catalítica peculiar quando comparada a outras enzimas da família 
caracterizadas estruturalmente. Esta enzima possui quatro principais inserções de aminoácidos 
na sequência em relação as homólogas TpAbn (Thermotoga petrophila), YxiA (Bacillus 
licheniformis) e BsArb43B (Bacillus subtilis) (Proctor et al., 2005). 
  Três delas estão localizadas no lado oposto ao domínio acessório (E178-S198, N270-
R302 e V346-Y362) formando um subdomínio distinto o qual juntamente a configuração 
alternativa do loop N237-S243 gera uma nova interface catalítica (Figura 13A). Isso resulta em 
uma interface catalítica maior (cerca de 16 Å de abertura) e, consequentemente, gerando maior 
acessibilidade ao substrato. Acredita-se que isto esteja relacionado ao fato de ARN2 possuir 
maior afinidade, também, por arabinanas com maior grau de ramificação tal como arabinana 
ramificada de beterraba, o que não é observado nas outras endo-arabinanases homólogas 
(Figura 13B). Essas observações foram validadas por estudos funcionais realizados por Wong 
e colaboradores (2009). 
 
5. Análise do envelope molecular 
  Experimentos de SAXS foram conduzidos com o intuito de caracterizar o estado 
oligomérico da ARN2 em solução e complementar os estudos cristalográficos. A sobreposição 
da curva experimental e a curva teórica obtida a partir da estrutura cristalográfica pelo 
programa CRYSOL permitiu comparar os padrões de decaimento da intensidade (Figura 14A), 
indicando de forma global uma similaridade quanto ao estado oligomérico (região de Guinier) 
e continuam a convergir na região de Porod, sugerindo um excelente encaixe entre a estrutura 











Figura 14. Dados de SAXS da quimera Trx-ARN2. (A) Sobreposição da curva experimental 
de 60 s de exposição (esferas vermelhas vazias) com eliminação dos 4 primeiros pontos 
(referentes ao beam stop) a curva teórica (linha sólida preta) construída a partir do modelo 
atômico (estrutura da ARN2 resolvida) pelo programa CRYSOL. (B) Curva de distribuição de 
distâncias p(r) calculada pelo programa GNOM a partir dos dados experimentais de SAXS da 
curva de intensidade. A dimensão máxima molécula (Dmax) calculada foi de 12,5 nm com um 
raio de giro (Rg) de 4,06 ± 0,01 nm. (C) Sobreposição do envelope molecular (superfície bege) 
a estrutura cristalográfica (cartoon verde) nas vistas frontal, lateral e apical. 
 
 Relacionando a p(r) com o raio de giro (Rg) de 4,06 ± 0,01 nm, foi possível determinar a 
dimensão máxima molécula (Dmax) de 12,50 nm, o qual corresponde ao monômero. Embora 
espere-se que o Rh considere o raio de uma molécula em solução enquanto o Rg considera o 
raio de uma esfera sólida, os parâmetros de raio determinados por DLS (3,9) e SAXS (4,0) são 
similares, convergindo para a determinação deste parâmetro. A função da distribuição das 
distâncias, p(r), representada por uma gaussiana que se alonga ao tocar o eixo x é característica 
de proteínas alongadas compostas por mais de um domínio, como observado em ARN2 que 





 Quando é feita a sobreposição da estrutura resolvida ao seu envelope, fica a evidente a 
baixa discrepância espacial entre ambas, indicando que o envelope molecular de fato reflete as 
características observadas na estrutura cristalográfica, sendo uma proteína monomérica, 

























Capítulo 2. ARN3 (exo-α-1,5-L-arabinanase) 
 
ARN3, a segunda enzima alvo proveniente de experimentos de metagenômica do 
rumem bovino é, também, uma colaboração com o Dr. Dominic Wong. Por meio de estudos 
funcionais essa enzima foi classificada como uma exo-α-1,5-L-arabinanase e de acordo com 
análises de estrutura primária, ARN3 pertence à família GH43 sendo composta por um único 
domínio (Wong et al., 2008). Ao contrário das poucas exo-arabinanases caracterizadas, as 
quais geram como produto final arabinotriose e arabinobiose (Sakamoto et al., 2003; Proctor 
et al., 2005), ARN3 tem como produto de hidrólise, predominantemente, arabinose. Para o 
entendimento desse novo modo de ação, buscou-se a compreensão da arquitetura molecular 
dessa enzima junto a estudos de mutação. 
 
1. Expressão heteróloga, purificação e clivagem da fusão Trx 
A enzima teve alto rendimento na expressão em sistema procarioto, assim como ARN2 
em torno de 10 mg por litro de expressão, e, posteriormente passou pela etapa cromatográfica 
de afinidade a níquel quando foi eluída em dois principais picos, a 75 mM e 100 mM de 
imidazol (Figura 15A). As frações referentes ao pico 2, com cerca de 1000 mAU, foram 
concentradas e submetidas ao tratamento com tripsina para a remoção da tiorredoxina, para 







Figura 15. Cromatografias para purificação da ARN3. (A) Cromatograma e SDS-PAGE da 
afinidade a níquel em coluna HiTrap Chelating de 5 mL acoplada a FPLC, onde a proteína 
alvo é eluída nos picos 1 e 2 com 75 mM e 100 mM de imidazol respectivamente, (15% e 20% 
solução B) sendo que o pico 2 foi utilizado na exclusão molecular: (A) representa a amostra 
aplicada e (FT), o excesso do extrato bacteriano que não se liga a coluna. (B) Cromatograma e 
SDS-PAGE da exclusão molecular em coluna HiLoad Superdex 75 16/60 após clivagem com 
tripsina, onde (A) é a amostra clivada aplicada, (1) representa o pico de agregados, (2) o pico 
da proteína alvo eluída com cerca de 65 mL e em (3) a Trx removida com cerca de 85 mL. (C) 
Espalhamento dinâmico de luz (DLS) relacionando a intensidade de luz espalhada em função 
do raio de ARN3 clivada, que representa 100% da massa na amostra. O raio foi determinado 
em 3,3 nm com polidispersão de 9,0%. 
 
Testes de clivagem utilizando uma das frações da cromatografia por afinidade e as 
mesmas condições empregadas para ARN2, mostraram que o melhor tempo de incubação para 
total clivagem da Trx foi de 60 min a 4°C (Figura 16). Verificou-se que há diminuição de cerca 





enzima sem a fusão, enquanto as duas outras bandas de cerca de 18 e 25 kDa podem 
corresponder Trx e clivagem secundária, fragmentando a moléculas em duas subunidades, 
potencialmente complementares em solução. 
 
 
Figura 16. Teste de clivagem com tripsina para a remoção da Trx de ARN3. O SDS-PAGE 
indica (NC) como amostra não clivada, que corresponde a uma fração da amostra proveniente 
da cromatografia de exclusão molecular, e quando esta foi submetida a diferentes tempos de 
incubação com a protease (10 µg mL-1), representada pelos diferentes tempos em minutos (5-
120). É possível observar que há diminuição no tamanho da proteína presente na amostra, 
principalmente após 60 min, onde não só a banda de 14 kDa correspondente a Trx aparece, 
como a possível clivagem secundária de secundária de ARN3, com as bandas de 18 kDa e 25 
kDa. 
 
As melhores condições para proteólise foram empregadas no volume de amostra total 
proveniente da afinidade ao níquel (Figura 17A) e a fusão foi removida com sucesso após a 
incubação com tripsina, como pôde ser verificada na etapa de exclusão molecular (Figura 15B).  
ARN3 e Trx foram eluídas separadamente correspondendo aos picos 2 e 3, respectivamente, 
com volumes de eluição esperados considerando seus tamanhos e o fato de serem globulares. 
O pico 1 corresponde as proteínas agregadas e de alto peso molecular que foram eluídas no 
volume morto da coluna (V0). 
A aparente fragmentação de ARN3 em subunidades (Figura 17B), não afetou a 
interação entre elas, uma vez que estas são eluídas em um pico único e bem definido na 






Após a concentração das amostras provenientes da exclusão molecular, a amostra foi 
quantificada em 12,9 mg mL-1 pelo método de Beer –Lambert, através da utilização da massa 
molecular da ARN3 sem Trx (37,3 kDa) e seu coeficiente de extinção (Ɛ= 92945 M-1 cm-1). 
 
2. Caracterização estrutural de ARN3 
2.1 Ensaios iniciais de cristalização  
A qualidade da amostra foi avaliada através do experimento de espalhamento dinâmico 
de luz (DLS) apresentando população homogênea e monodispersa, com 9 % de 
polidispersividade e raio hidrodinâmico estimado em 3,3 nm, diminuído em 0,2 nm em relação 
a amostra não clivada (Figura 15C). O raio determinado corresponde ao monômero da 
molécula com 35,0 kDa e está de acordo com a massa molecular teórica de 37,3 kDa 
anteriormente determinada pelo programa ProtParam (ExPASy).  
Com a amostra em alta concentração, pureza e baixa polidispersão, esta foi submetida 
aos ensaios iniciais de cristalização. Um único cristal da proteína ARN3 cresceu somente após 
45 dias e especificamente na condição contendo 0,1 M Tris-HCl pH 8,5 e 2,4 M fosfato de 
amônio. Os microcristais foram refinados através da variação da concentração do agente 
precipitante até a obtenção de cristais maiores e bem formados com 2,1 M de fosfato de 
amônio. 
 
2.2 Determinação da estrutura cristalográfica  
 O cristal foi levado à linha de luz MX2 (LNLS-CNPEM) e verificou-se que este 
possuía 45,16% de conteúdo de solvente e o coeficiente de Matthews de 2,24 Å3 Da-1.  A 
estratégia de coleta foi realizada em função da indexação do padrão de difração. O grupo 
espacial determinado foi hexagonal onde a=b= 140,12 e c=159,01 e α=β=γ=120°, P6322 e os 
dados foram coletados à resolução máxima de 2,9 Å. A substituição molecular resultou em 
uma solução com  Rfactor inicial de 52,2%. As estatísticas dos dados coletados estão descritas 











Tabela 4. Estatísticas da coleta e dados e refinamento de estrutura de ARN3. 
 
 ARN3 
Coleta de dados  
Grupo espacial P6322 
Parâmetros da cela unitária (Å) 140,12; 140,12; 159,01 
Resolução (Å) 40,00-2,90 (3,00-2,90) 
Rmerge (%) 15,6 (77,3) 
I/σ(I) 11,8 (2,8) 
Completeza (%) 97,5 (99,2) 
Multiplicidade 7,0 (6,9) 
Mosaicidade (º) 0,6 
Refinamento  
Resolução (Å) 35,03-2,90 
Nº de reflexões únicas 19562 
Rwork/Rfree (%) 21,7/26,7 
Fator de temperatura total (Å2) 54,9 
Nº de átomos  4864 
Nº de moléculas de água 19 
Ligantes PO4 
Desvios r.m.s.  
Comprimento de ligação (Å) 0,007 
Ângulos de ligação (º) 1,125 
Diagrama de Ramachandran   
Regiões favorecidas (%) 91,8 
Regiões permitidas (%) 6,9 
Regiões não permitidas (%) 1,3 
Código PDB 4KCB 
 
Foram encontradas duas moléculas na unidade assimétrica. Após os ciclos de 
refinamento isotrópico pelo método de máxima verossimilhança intercalados com etapas de 
construção e inspeção manual, os valores dos residuais cristalográficos (Rwork e Rfree), os quais 
medem o ajuste entre o modelo cristalográfico e os dados experimentais, convergiram para 
valores satisfatórios de 21,7% e 26,7% respectivamente. Os desvios r.m.s de ângulos e 
distância de ligação, 0,007 e 1,125, respectivamente, estão dentro do esperado. O diagrama de 
Ramachandran considerou que 91,8% dos aminoácidos possuem as torções dos ângulos diedros 
permitidas. O modelo final consistiu de 2 moléculas na unidade assimétrica, contendo três 






 De acordo com a caracterização molecular e funcional e análises in silico realizadas 
por Wong e colaboradores (2008), a estrutura cristalográfica confirma a classificação desta 

















Figura 17. Características estruturais de ARN3. (A) Estrutura determinada por cristalografia 
de raios X indicando o enovelamento 5-fold β- propeller (com cada uma das lâminas 
destacadas), característico das enzimas pertencentes a família GH43 e os resíduos do sítio ativo. 
A elipse tracejada em preto destaca a região de reconhecimento a extremidade redutora de 
açúcares que não pôde ser construída no modelo determinado. Ao lado, estão representados os 
contatos cristalinos das duas moléculas na unidade assimétrica e as moléculas de fosfato, sendo 
os ligantes. (B) Alinhamento de sequência de ARN3 a suas homólogas incluindo exo e endo- 
arabinanases da família GH43. A inserção de resíduos de aminoácidos no loop de ARN3 está 
destacada em vermelho. (C) Sobreposição estrutural em superfície de ARN3 e suas homólogas 
para evidenciar as diferenças no loop referente a região de reconhecimento a extremidade 
redutora de açúcares. Em ribbon azul, está o loop nativo de ARN3 modelado, já que não houve 
densidade eletrônica para a construção de sua total extensão; em verde está o loop da exo- 
arabinanase de CjArb43A (PDB ID:1GYE) e em magenta, referente a endo-arabinanase ABN-





Com relação à interface catalítica de ARN3, há conservação dos resíduos os quais 
atuam como base, ácido e modulador do pKa no mecanismo de catálise por inversão do carbono 
anomérico, sendo estes D40 localizado na lâmina 1, E234 na lâmina 3 e D160 na lâmina 4, 
respectivamente (Figura 17A). A topologia do sítio ativo assume a conformação de bolsão 
(pocket) (Davies e Henrissat, 1995). 
Conforme descrito através de alinhamento de sequências de exo-arabinanases homólogas 
por Wong e colaboradores (2008), ARN3 possui uma inserção de resíduos no loop (R203-
A230) na região de reconhecimento a extremidade redutora de açúcares (Figura 17B e C) e que 
não foi observada na estrutura cristalográfica pela ausência de densidade eletrônica nesta região 
da molécula. Isso indica que se trata de uma região desordenada e móvel, que devido às várias 
conformações no empacotamento cristalino gera um grande desvio e impossibilita o cálculo de 
uma posição média na resolução da estrutura. Apesar do loop adquirir diversas conformações 
no empacotamento cristalino, acredita-se que possa estar ocluindo alguns sítios positivos de 
forma a ser o responsável pelo padrão de clivagem da enzima. 
 
2.3 Caracterização do envelope molecular 
A amostra submetida aos experimentos SAXS, com alto grau de pureza e 
homogeneidade, foi tratada com tripsina para a remoção da fusão de tiorredoxina, após a 
cromatografia de afinidade e, posteriormente, foi realizada a exclusão molecular para a 
separação de possíveis agregados e pequenos peptídeos clivados. 
A aproximação de Guinier dos ensaios de SAXS revelou um raio de giro de 2,10 ± 0,01 
nm, que difere daquele que foi determinado por DLS (3,3 nm), entretanto deve-se levar em 
consideração que o raio de giro considera a molécula globular como uma esfera rígida enquanto 
o raio hidrodinâmico considera a camada de solvatação e o estado dinâmico da molécula. Além 
disso, ambos os parâmetros convergem para o comportamento monomérico em solução. 
 Quando é feita a sobreposição da estrutura resolvida ao seu envelope, há uma baixa 
discrepância espacial, indicando que o envelope molecular de fato reflete as características 
observadas na estrutura cristalográfica, sendo uma proteína monomérica e globular. A 
sobreposição da curva experimental sobre a curva teórica construída a partir da estrutura 
cristalográfica de ARN3 pelo programa CRYSOL permitiu comparar os padrões de decaimento 
da intensidade (Figura 18A), indicando de forma global uma similaridade quanto ao estado 
oligomérico (região de Guinier) e continuam a convergir na região de Porod, sugerindo um 







Figura 18. Dados de SAXS de ARN3. (A) Sobreposição da curva experimental de 300 s de 
exposição (esferas pretas cheias) com eliminação dos cinco primeiros pontos (referentes ao 
beam stop) a curva teórica (linha sólida vermelha) construída a partir do modelo atômico 
(estrutura da ARN3 resolvida) pelo programa CRYSOL (B) Curva de distribuição de distâncias 
p(r) calculada pelo programa GNOM a partir dos dados experimentais de SAXS da curva de 
intensidade com 300s  de exposição. A dimensão máxima molécula (Dmax) calculada foi de 5,7 
nm com um raio de giro (Rg) de 2,10 ± 0,01 nm. (C) Sobreposição do envelope molecular 
(superfície cinza) com a estrutura cristalográfica (cartoon azul) nas vistas apical, frontal e 
lateral. 
 
Relacionando a p(r) com o raio de giro (Rg) de 2,10 ± 0,01 nm, foi possível determinar 
a dimensão máxima molécula (Dmax) de 5,7 nm em solução pelo programa GNOM, o qual 
corresponde ao monômero (Figura 18C). 
 
3.  Compreensão do mecanismo de ação de ARN3 
Diferente da exo-arabinanase da família GH43 de Cellbrio japonicus (CjArb43A) que 
possui 45% de identidade e libera arabinotriose (Nurizzo et al., 2002), ARN3 é capaz de liberar 
arabinose, segundo estudos funcionais de TLC e HPLC realizados (Wong et al., 2008).  A 
compreensão dos determinantes estruturais para as modificações no modo de ação entre as 





arabinose como produto final a partir de polissacarídeos e não somente de oligossacarídeos é 
de grande potencial biotecnológico. 
Como mencionado anteriormente, a liberação de arabinose pela enzima e a inserção de 
resíduos de aminoácidos no loop próximo ao subsítio positivo podem estar relacionadas entre 
si e podem ser responsáveis pelo modo de ação de ARN3. Proctor e colaboradores (2005) 
descreveram que alguns resíduos carregados localizados na região de reconhecimento a 
extremidade não redutora de açúcares (subsítios -1 a -3), mais especificamente, o subsítio -3 
da enzima exo de Cellvibrio japonicus podem ser responsáveis pela especificidade enzimática. 
Baseado neste estudo, os mutantes D37W, S329P e D37W/ S329P foram desenhados e 
produzidos como mostrados na Figura 19, onde os resíduos polares próximos ao subsítio -3 
foram substituídos por aqueles apolares para verificar a formação de novos subsítios e, 
possivelmente, gerar mudanças no padrão da clivagem enzimática. Baseando-se em análises 
estruturais, foi realizada a modificação da região de reconhecimento a extremidade redutora de 
açúcares, próxima ao subsítio positivo +1, onde o longo loop R203-A230 foi substituído por 
um endo loop da homóloga ABN-TS pertencente a Bacillus thermodenitrificans (PDB: 1WL7), 







Figura 19. Modelagens moleculares dos mutantes propostos. (A) Identificação dos sítios que 
foram modificados. Na região de reconhecimento a extremidade não redutora de açúcares 
(subsítio -3), os resíduos polares D37 e S329 (representados com sticks verdes) foram mutados 
para os resíduos apolares W e P, respectivamente, eliminado a barreira estabelecida pelas 
ligações de hidrogênio na enzima selvagem. A região de reconhecimento a extremidade 
redutora de açúcares, próxima ao subsítio +1 (R203-A230), o longo loop (ribbon verde) 
selvagem foi substituído pela sequência de aminoácidos correspondentes (S192-P197) de uma 
endo- arabinanase homóloga (B) ABN-TS (PDB ID:1WL7) representado em magenta (ribbon) 






3.1 Expressão e purificação da enzima nativa e mutantes 
As modificações no DNA plasmidial através das técnicas de mutação sítio-dirigida e 
PCR inversa resultaram na obtenção dos mutantes com algumas otimizações no processo tais 
como variações nas concentrações de oligonucleotídeos e DNA plasmidial (Figura 20 A-B). 
 
 
Figura 20. Geração de mutantes. (A) Amplificação do plasmídeo mutante utilizando os 
oligonucleotídeos contendo a mutação de interesse (D37W e S329P). O fragmento de interesse 
corresponde à banda de cerca de 6000 pb, considerando o gene em torno de 700 pb além do 
plasmídeo com cerca de 5500 pb; a última raia corresponde ao controle negativo (-) referente 
ao plasmídeo selvagem diluído em reação antes da amplificação. (B) Quando um dos mutantes 
foi conseguido, este foi utilizado para gerar um mutante duplo (D37W/S309P), também com 
cerca de 6000 pb, nas mesmas condições; o controle negativo também foi utilizado. (C) A 
produção do mutante quimérico SRGEEP foi acompanhada após a amplificação inicial e após 
a reação de fosforilação (1 e 2, respectivamente); o monitoramento, foi também acompanhado 
do controle negativo. Todas as amostras citadas foram aplicadas em 1% gel de agarose e 
visualizados em UV. 
 
No caso da inserção de fragmentos por PCR inversa o controle também pode ser feito 
após o passo de fosforilação, para verificar se há perdas ao longo das várias etapas do processo. 
A dosagem de DNA a 260 nm foi feita somente após o passo de fosforilação, sendo o 
rendimento aproximado de 20 ng µL-1 de plasmídeo linear (Figura 20C). Nos resultados 
anteriores, as condições ótimas para expressão de ARN3 haviam sido estabelecidas 





A utilização das mesmas condições de crescimento e indução da proteína nativa possibilitou 
obter todos os mutantes na fração solúvel e, posteriormente, purificados por cromatografia por 
afinidade a metal imobilizado (Figura 21A-D). Devido à ausência de grande quantidade de 
contaminantes essas amostras foram somente dialisadas contra tampão para a remoção do 








Figura 21. Cromatografias de afinidade a níquel dos mutantes de ARN3. De A a D estão 
representados os diferentes perfis cromatográficos de cada mutante onde as amostras foram 
eluídas utilizando colunas HiTrap Chelating de 1 ou 5 mL acoplada ao FPLC com cerca de 75 
a 150 mM imidazol. Os respectivos SDS-PAGEs mostram (I) fração insolúvel; (A) amostra 
aplicada; (FT) proteínas solúveis que não se ligam a coluna, e 1-3 fazem referência a cada um 
dos picos dos picos eluídos. A fração eluída e utilizada para os posteriores estudos foram 





Diferente da amostra de ARN3 anteriormente submetida aos estudos estruturais, as 
enzimas destinadas aos testes de atividade, não tiveram a fusão de tiorredoxina clivada a fim 
de manter a integridade de possíveis regiões mais expostas ao solvente, já que isso poderia 
gerar perdas na interação com substrato e prejudicar a atividade enzimática. 
As massas moleculares observadas nos géis de poliacrilamida estão de acordo com 
aquelas estimadas pela análise da composição de aminoácidos para ARN3 monomérica e seus 
mutantes pontuais (50,25 kDa) e para a quimera SRGEEP (47,69 kDa). Embora a maioria das 
mutações sejam pontuais, com exceção do mutante do SRGEEP, o perfil cromatográfico assim 
como o rendimento de proteína final foram bastante variáveis, mas suficientes para a realização 
dos testes funcionais (Tabela 5). 
 
Tabela 5. Concentração final de ARN3 nativa e seus mutantes determinados pelo método de 
Lambert-Beer. 
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3.2 Determinação de condições ótimas de hidrólise 
 O experimento de painel de substratos mostrou que a enzima nativa possui maior 
preferência por arabinana desramificada em comparação a arabinana linear sendo estes dados 
estatisticamente significativos (p=0,0014), corroborando com Wong e colaboradores (2008). 
Sua atividade cai cerca de 20% em arabinana linear e mantém menos de 10% em arabinana 
ramificada, sendo que de fato enzima possui menor atividade em arabinanas com maior grau 
de ramificação uma vez que ela atua em extremidades de cadeias de α-1,5-arabinose. Em 
polissacarídeos mais complexos, tal como arabinoxilano ela retém menos do que 5% da sua 








Figura 22. Estudos funcionais para ARN3 nativa e seus mutantes. (A) Atividade enzimática 
testada com diferentes substratos complexos incubados com a enzima nativa, mutantes D37W, 
S329P, D37W/S309P e a quimera SRGEEP. A atividade enzimática foi representada como 
atividade relativa (%). A maior diferença foi observada para o mutante SRGEEP, que passou 
a ter maior atividade em arabinana linear, além de arabinana ramificada. (B) A determinação 
de pH e temperatura ótimos para a atividade das enzimas sobre arabinana desramificada, 
mostrou melhor atividade pH na faixa de 5,5-7,0, sendo que não houve alteração da enzima 
nativa para as mutantes; de maneira semelhante não houve variação na temperatura ótima para 
a atividade enzimática (45 °C). Todos os ensaios foram realizados com 0,25% (m/v) de 
substrato durante 15 min. 
 
Para os mutantes referentes a região de reconhecimento a extremidade não redutora de 
açúcares (subsítio -3) também foi verificada a preferência por arabinana desramificada, onde a 





houve mudança na preferência pelo substrato e que a remoção das ligações de hidrogênio antes 
estabelecidas entre substrato e resíduos polares, não são os responsáveis pela especificidade de 
ARN3. Além disso, a introdução de modificações nesta região foi prejudicial a atividade exo 
da enzima, como por exemplo do mutante D37W, onde há uma queda de cerca de 20% na sua 
performance para todos os substratos. 
Em relação ao mutante quimérico, SRGEEP, não há diferença estatisticamente 
significativa (p= 0,5141) na atividade enzimática testada com arabinana desramificada e linear, 
não sendo possível afirmar se há preferência por arabinana desramificada ou se há preferência 
por ambos os substratos (Figura 22A). As diferenças de atividades relativas entre a enzima 
nativa e SRGEEP sugerem possível evidência da introdução de mudanças no padrão de 
reconhecimento e clivagem da cadeia de arabinana, mas que necessitam ainda de outro 
experimento confirmatório, tal como a eletroforese capilar, que será descrita a seguir 
(DeSanctis et al., 2010; Proctor et al., 2010; Yamaguchi et al., 2005). 
Os experimentos de pH e temperatura indicam que as condições ótimas para ARN3 
nativa são mantidas para os mutantes (Figura 22B-C). A faixa de pH ótimo para a atividade 
está entre 5,5 a 7,0, enquanto que a temperatura ótima é de 45°C. A manutenção do pH, era 
esperada, uma vez que não houve nenhuma modificação no microambiente catalítico devido a 
alterações de modulação de pKa de cadeias laterais de resíduos catalíticos. 
 
3.3 Determinação de parâmetros cinéticos 
Os estudos iniciais para determinação de parâmetros cinéticos com ARN3 nativa sobre 
arabinana desramificada demonstraram um comportamento tipicamente Michaeliano e de 
acordo com os resultados encontrados em trabalho anterior (Wong et al., 2008), confirmando 
a preferência da enzima para este tipo de substrato.  
Quando os parâmetros foram determinados para os mutantes da região de 
reconhecimento a extremidades não redutoras de açúcares verificou-se uma diminuição da 
afinidade pelo substrato e eficiência catalítica, representada pelo um aumento no Km e 
diminuição do kcat, respectivamente, assim como a diminuição na atividade específica para 
arabinana desramificada quando comparados a enzima nativa (Figura 23B). Isso indica a 
necessidade de maior concentração de substrato para que se atinja uma dada velocidade e 
corrobora com os resultados anteriores mostrando que a introdução de modificações nesta 






Figura 23. Propriedades catalíticas de ARN3 nativa e seus mutantes incubados com arabinana 
desramificada. (A) Gráficos de Michaelis-Menten mostrando a influência de concentrações 
crescentes de substrato na velocidade de reação. (B) Parâmetros cinéticos calculados a partir 
da regressão linear do gráfico da velocidade, utilizando o programa GraphPad Prism 5.0 
 
Por outro lado, foi observada uma melhora catalítica em torno de 50% em relação à 
enzima nativa em experimentos cinéticos realizados com o mutante quimérico SRGEEP. 
Através da inserção do loop endo, pertencente à outra enzima foi possível construir e produzir 
uma enzima mais ativa para a degradação de cadeias de α-1,5-arabinana. A substituição do 
loop provavelmente expôs subsítios da fenda de ligação ao substrato, antes ocluídos, 
aumentando a afinidade pelo substrato. Isso é observado pelo aumento da afinidade e da 
performance catalítica, representados pela diminuição do Km (8,27 ± 0,54 e 4,79 ± 0,45 para 
Nativa e SRGEEP, respectivamente) e pelo favorecimento do turnover do substrato, 






3.4 Determinação do padrão enzimático de clivagem por eletroforese 
capilar de zona 
Os resultados obtidos através do experimento de eletroforese capilar confirmaram a 
liberação de arabinose a partir da incubação de ARN3 com arabinoheptaose (Figura 24), como 









Figura 24. Análise do padrão de clivagem enzimático de ARN3 e dos mutantes dos subsítios 
negativos por eletroforese capilar. Inicialmente foi avaliada a hidrólise incompleta (produtos 
intermediários) no tempo de 15 min. Somente após 60 min chega-se ao final da hidrólise 
(produtos finais) onde verifica-se que não houve alterações quanto ao padrão de clivagem em 
reação aos mutantes pontuais. De cada açúcar inicial (A7), uma arabinose é removida e assim 
procede até o fim da reação onde o pico majoritário no eletroferograma é de arabinose (A1). 






As modificações geradas na região do subsítio -3 resultantes dos mutantes D37W, 
S329P e D37W/S329P quando incubados com arabinoheptaose não apresentaram alteração no 
padrão de clivagem em relação à enzima nativa, onde o açúcar produto da hidrólise completa 
é A1 (Figura 24). Isso mostra que esta região não é determinante para a conferência de 
especificidade ao substrato. Diferente do que havia sido observado para as mutações das 
mesmas regiões introduzidas na enzima homóloga CjArb43A no trabalho de Proctor e 
colaboradores (2005). 
ARN3 e CjArb43A, atacam os mesmos substratos, cadeias de arabinanases compostas 
de resíduos de arabinofuranosil ligados através de α-1,5 e a partir da qual libera arabinose, 
enquanto a outra libera arabinotriose, respectivamente. No caso de CjArb43A, a atividade exo 
está associada pela afinidade do átomo O5 livre da extremidade não redutora da arabinose no 
subsítio -3. A remoção dos dois resíduos participantes das ligações de hidrogênio com a 
hidroxila de C5 induziram a enzima a hidrolisar no modo endo (Proctor et al., 2005). No caso 
de ARN3, a modificação no subsítio -3 não resultou em padrão de clivagem diferenciado. Se 
ARN3 libera arabinose de maneira similar a sua homóloga em C. japonicus poderiam haver 
outros resíduos únicos responsáveis pelo reconhecimento da extremidade terminal do açúcar 
após o subsítio -1. Isso não é provável uma vez que os resíduos próximos ao subsítio -2 são 
conservados entre as arabinanases. 
A outra possibilidade seria de que o susbsítio positivo pudesse ser o responsável pela 
determinação do padrão de clivagem e para investigar essa hipótese, o experimento de 
eletroforese capilar de zona foi realizado, também, com o mutante quimérico para esta região, 
SRGEEP. Quando as enzimas foram incubadas com arabianana linear, após 60 min foi possível 
observar claramente a mudança de padrão de clivagem de SRGEEP que gera principalmente 






Figura 25. Padrão de clivagem de ARN3 e alterações geradas pela desobstrução dos subsítios 
positivos na enzima quimérica (SRGEEP). (A) O produto final da hidrólise, mostrou uma 
alteração no perfil de clivagem uma vez que SRGEEP libera majoritariamente arabinobiose 
(A2) além de arabinose (A1) e arabitotriose a partir de 0,25% de arabinana linear (A3). Isso 
indica que a enzima adquiriu novas propriedades funcionais. (B) O mesmo ocorre quando a 
enzima é incubada com arabinoheptaose (A7), que apesar de apresentar produtos 
intermediários semelhantes, difere consideravelmente quanto aos produtos finais, onde 
açúcares de diferentes tamanhos são observados, principalmente de arabinobiose, arabinotriose 
e arabinotetrose. A enzima agora é capaz de reconhecer e hidrolisar unidades de dois açúcares. 
(C) Interface catalítica de ARN3 nativa (superfície branca) onde o loop nativo foi modelado 
(superfície verde) com arabinotriose (sticks amarelos). A enzima nativa possui somente um 
subsítio positivo (+1), sendo capaz de acomodar e gerar somente arabinose (D) Representação 
da enzima quimérica, onde loop de ABN-TS (PDB ID:1WL7) inserido foi modelado em ARN3 
(superfície rosa) mostra a desobstrução de mais um subsítio positivo (+2). Assim é possível 





Ao ser incubada com arabinoheptaose (A7), ARN3 nativa remove resíduos de arabinose 
sucessivamente, produzindo A6, A5, A4, A3, A2 e A1; ao final da reação há o acúmulo de A1, 
majoritariamente. O mutante SRGEEP, também é capaz de gerar os mesmos produtos 
intermediários, entretanto a taxa em que são produzidos é bastante diferenciado, indicando a 
clivagem aleatória do oligossacarídeo. Ao final da reação vê-se o acúmulo de A4, A3 e A2 
(Figura 25B). Portanto a substituição do loop R203-A230 por um segmento menor levou a 
enzima a adquirir um novo padrão de clivagem, mostrando que o longo loop é responsável pela 
atividade exo de ARN3.  
O experimento de eletroforese capilar de zona foi essencial para confirmar que a enzima 
quimérica adquiriu um novo modo endo de ação. Isso sugere a presença de, ao menos, mais 
um subsítio positivo (+2) na enzima nativa que se encontra naturalmente ocluída pelo longo 
loop. Quando este é removido, o subsítio se torna exposto e capaz de acomodar mais uma 
unidade de arabinose, explicando a capacidade de liberação de arabinobiose e arabinotriose 
pela quimera (Figura 25C).  
Esses resultados diferem daquelas encontrados por Proctor e colaboradores (2005) 
através de experimentos de HPAEC, onde a modificação dessa região não gerou modificações 
no padrão de clivagem enzimático de CjArb43A quimérica. Curiosamente, as modificações 
introduzidas nos subsítios negativos alteraram o perfil de clivagem para CjArb43A. Assim 
como todas as enzimas descritas na família GH43, CjArb43A reconhece extremidades não 
redutoras de oligossacarídeos (Honda & Kitaoba, 2004; Proctor et al., 2005; Brüx et al., 2006; 
Ichinose et al., 2006; Brunzelle et al; 2008; Jiang et al.; 2010; Fujimoto et al., 2013).  
ARN3 apresentou resultados contrários àqueles observados por Proctor e colaboradores 
(2005) e isso levou a hipótese de que ARN3 tenha o reconhecimento de extremidades redutoras 
de arabino-oligosacarídeos. A atividade exo é determinada por uma barreira física e 
reconhecimento químico. Simulações de dinâmica molecular realizadas em colaboração com 
o grupo de bioinformática do Dr. Paulo Oliveira (LNBio-CNPEM) mostraram que ARN3 
nativa complexada com o substrato não mostrou mudanças estruturais no longo loop, ocluindo 
a região de reconhecimento aglicona (que contém a hidroxila hemiacetal) do substrato da fenda 
catalítica. No modelo complexado com o substrato, a cadeia lateral do resíduo D227 faz ligação 
de hidrogênio com o átomo O1 da hidroxila da arabinose, limitando o canal de substrato ao 
subsítio +1 e explicando o padrão de clivagem para gerar arabinose como produto final (Figura 
25C). Portanto, a elongação deste loop resulta em adaptações topográficas da interface 





Esta habilidade de reconhecimento e ataque de extremidades redutoras dentro das 
GH43 é de grande importância para ampliar o conhecimento a respeito dos mecanismos de 
ação sobre o substrato e representa um novo nível de sinergismo para a degradação de 
arabinana, que era até então somente visto para celobiohidrolases. 
 
Capítulo 3. Análises comparativas e novo mecanismo 
de regulação proposto 
 
1. Análises comparativas entre arabinanases compostas por um 
único domínio e dois domínios 
Diferentemente de ARN2, que é composta por dois domínios, ARN3 é composta 
somente por um domínio único, o catalítico. Foi demonstrado que o domínio acessório presente 
em arabinanases compostas por dois domínios tem um papel não apenas na estabilização como 
na ligação ao substrato, como verificado em experimentos com a homóloga TpAbn (dados 
publicados no artigo; McKee et al., 2012). Comparativamente, em ARN2, o domínio acessório 
estabiliza a região do loop G240 a G255 que é adjacente ao sítio catalítico formando a fenda 
de ligação ao substrato, através de contatos polares e hidrofóbicos (Figura 26A). Portanto, 
acredita-se que a deleção do domínio acessório faça com que este loop assuma uma 
conformação diferenciada ou não ordenada que desfavorece a formação da fenda de ligação ao 
substrato, abolindo a atividade arabinanase. Através de alinhamento de sequências com 
arabinanases GH43 já caracterizadas, foi possível observar que há um resíduo de leucina 
contido neste loop que é conservado em todas as arabinanases compostas por dois domínios, 
assim como em ARN2 (L396) (Figura 26B). Pela orientação que esta leucina assume na 
estrutura cristalográfica de ARN2, acredita-se que ele estabeleça interações alifáticas com os 







Figura 26. Diferenciação entre arabinanases GH43 compostas por um domínio e dois 
domínios. (A) Em ARN2 (superfície azul), o domínio acessório (superfície verde) tem um papel 
fundamental na estabilização do loop G240 - G255 (superfície bege), adjacente ao sítio 
catalítico e formador da fenda de ligação ao substrato. Os sticks representam os resíduos 
catalíticos (amarelo) e L243 que estabelece interações alifáticas com os átomos de carbono do 
substrato (bege).  Em ARN3, composta por um único domínio (superfície azul), o loop D252-
N261 responsável pela formação da fenda ao substrato (superfície bege) é estabilizado 
principalmente por uma ponte dissulfeto (C254-C255) representados por sticks beges. (B) O 
alinhamento de sequência de ARN2 e ARN3 (sublinhados e descritos por seus números de 
acesso no GenBank) a enzimas descritas como arabinanases da família GH43, mostram que 
aquelas compostas por dois domínios, possuem uma leucina estabilizadora do loop (destacadas 
em azul). Por outro lado, em arabinanases compostas por um único domínio esta região é 
estabilizada por pontes dissulfeto. 
 
Em arabinanases compostas por um único domínio, é conservada a formação de uma 
ponte dissulfeto (C254-C255 em ARN3) que substitui a leucina e acredita-se que seja de 
extrema importância na estabilização do loop D252-N261 na geometria favorável para ligação 





(Figura 26A). Pelo alinhamento de sequência com homólogas foi possível verificar que todas 
as arabinanases da família GH43 já caracterizadas e compostas por um único domínio possuem 
cisteínas adjacentes para a formação de ponte dissulfeto. 
 
2. Mecanismo de regulação cálcio independente 
Estudos realizados com arabinanases da família GH43 mostraram a ativação dessas 
enzimas pelo íon cálcio. Este íon é localizado em uma cavidade hidratada no interior do 
domínio catalítico, conectando a interface catalítica a face oposta do propeller (Figura 27A). 
Estudos funcionais mostraram que a retirada do cálcio promove a perda de atividade da enzima 
enquanto que sua adição promove a ativação e restauração da atividade máxima (Proctor et al., 
2005; Yamaguchi et al., 2005; Alhassid et al., 2009; De Sanctis et al., 2010; Nurizzo et al., 
2012). 
Nessas enzimas caracterizadas como cálcio-dependentes, verificou-se através de 
estudos estruturais, que o íon interage com uma histidina conservada na família e 
cataliticamente relevante, além de seis moléculas de água, formando uma geometria molecular 
pentagonal bipiramidal distorcida, como observado na estrutura da endo-arabinanase TpABN 
de Thermotoga petrophila (Figura 27B). Essas águas são responsáveis por mediar interações 


















Figura 27. Localização do íon na cavidade hidratada de arabinanases da família GH43. (A) 
Representação da endo-arabinanase TpAbn (PDB: 4KC7) cálcio-dependente mostrando a 
posição do íon (esfera verde) no centro do domínio catalítico (esqueleto em rosa). (B) Na 
estrutura de TpAbn o cálcio possui coordenação pentagonal bipiramidal do cálcio, mostrando 
que 6 interações são mediadas por moléculas de água. (C) Íon cálcio é substituído pelo sódio 
na estrutura de ARN2, preservando as interações mediadas por água são mantidas. 
 
Com a resolução da estrutura de ARN2 não foi possível verificar a presença de íon 
cálcio na cavidade hidratada. Então, foram refinados outros íons como potássio, sódio e até 
mesmo uma molécula de água empregando o servidor online CheckMyMetal (Zheng et al., 
2014)  para análises de distâncias de ligação, geometria e fator de temperatura (Bfactor). O fator 
de temperatura do ambiente onde se localiza o possível íon foi determinado em 31,5 Å2, sendo 
incompatível com os íons cálcio e potássio, os quais possuem maior estado vibracional (em 
torno de 60 Å2).  
Após as análises, devido às propriedades observadas para o ambiente da cavidade 
hidratada tais como: densidade eletrônica, raio iônico e distância de ligação, foi deduzida a 
presença de um íon sódio nesta região. Apesar de pequenas diferenças na geometria 
estabelecida pelo sódio, todas as interações diretas e mediadas por água observadas para o 





arabinanase proveniente do rúmen bovino possua um mecanismo regulatório independente de 
cálcio, diferindo do que foi observado para as arabinanases homólogas caracterizadas da 
família GH43. 
Quando a estrutura de ARN3 foi resolvida, outro aspecto interessante observado. A partir 
da estrutura cristalográfica resolvida não foi possível modelar o íon cálcio ou qualquer outro 
íon na cavidade hidratada do domínio catalítico. Possivelmente, da mesma forma que ARN2, 
ARN3 poderia possuir um mecanismo regulatório cálcio- independente. Devido à estrutura 
cristalográfica de baixa resolução determinada para ARN3, outros estudos deveriam ser 
realizados para comprovação desta hipótese. 
Além disso, o possível mecanismo independente de cálcio, levou a pensar quais seriam, 
então, os mecanismos de regulação e estabilização presentes nestas enzimas tão distintas. 
Através de análises estruturais comparativas foi possível verificar que as arabinanases da 
família GH43, podem possuir distintos mecanismos regulatórios ou dependências para sua 
plena funcionalidade e que serão discutidos adiante. 
 
3. Regulação catalítica por dinâmica de solvente na cavidade 
hidratada  
 A compreensão da estrutura das diferentes arabinanases da família GH43 alvos desse 
projeto, permitiu levantar hipóteses a respeito dos mecanismos regulatórios sobre a ativação 
dessas enzimas. A idéia da existência de enzimas cálcio-independentes, como ARN2, regulada 
por sódio, abre um leque de possibilidades a respeito de que talvez a atividade catalítica não 
esteja, somente, relacionada à histidina que coordena um íon cálcio na cavidade hidratada ou 
o próprio íon metálico, como discutido no capítulo anterior. A cavidade que abriga o íon é 
altamente hidratada e acredita-se que a dinâmica de solvente no interior desta possa ser um dos 
determinantes para a atividade enzimática. 
Nenhum íon foi observado na cavidade hidratada da estrutura cristalográfica de ARN3 
e estudos funcionais realizados em colaboração com o grupo do Dr. Fábio Squina e Dr. Roberto 
Ruller (CTBE-CNPEM) mostraram que a retirada de metais não resultou em perda de atividade 
(Figura 28B, dados publicados). 
Para confirmar a hipótese de que a dinâmica de solvente tem influência sobre a 
atividade da enzima, foi desenhado um mutante para o resíduo aromático (F237) conservado 
entre as arabinanases pertencentes a esta família, sendo este localizado na entrada desta 





antes estabelecida. Se de fato, a dinâmica de solvente nesta cavidade afeta o sitio ativo, espera-
se que a remoção deste resíduo com a função GateKeeper seja prejudicial a função da enzima. 
 
3.1 Expressão, purificação e caracterização do mutante F237A 
O resíduo F237 foi mutado por uma alanina através da técnica de mutação sítio–dirigida 
como mostrado na Figura 28A. 
 
 
Figura 28. Clonagem e purificação por cromatografia de afinidade ao níquel do mutante 
F237A. (A) Amplificação do plasmídeo mutante utilizando os oligonucleotídeos contendo a 
mutação de interesse (F237A) correspondendo ao tamanho esperado (6000 pb). A amostra foi 
aplicada ao lado do controle negativo da amplificação (-). Todas as amostras citadas foram 
aplicadas em 1% gel de agarose e visualizados em UV. (B) Cromatograma e SDS-PAGE da 
afinidade a níquel em coluna HiTrap Chelating de 1mL acoplada a FPLC, onde a proteína alvo 
é eluída no pico 2 com e 100 mM de imidazol, (20% solução B), destacado em vermelho no 
SDS-PAGE.  (I) representa a fração insolúvel mesmo após a lise celular, (A) a amostra 
aplicada, (FT) o excesso do extrato bacteriano que não se liga a coluna e (L) representa a 
lavagem da coluna com solução A após a aplicação do extrato. 1 e 2 fazem referência as frações 






Foi obtido sucesso na expressão do mutante F237A apesar de seu baixo rendimento 
final. Na etapa de cromatografia por afinidade ao níquel, a proteína de 50 kDa é eluída em um 
pequeno pico com 100 mM de imidazol (pico 2), enquanto que no pico 1, embora seja possível 
observar uma pequena quantidade da proteína alvo, predominam os contaminantes, referentes 
às proteínas bacterianas da cepa de expressão (Figura 28B).  
A amostra foi dialisada para a remoção do imidazol e rendimento final de proteína foi 
de 1 mg mL-1. Além do baixo rendimento da expressão relação à proteína nativa, e a enzima se 
mostrou bastante instável, com a formação de precipitado após uma semana de armazenamento 
a 4°C. A amostra purificada mostrou que a mutação torna a enzima instável e inativa (Figura 
28A-B).  
Como discutido anteriormente, a figura 28B mostra que tanto ARN2 como ARN3, na 
presença ou ausência de cálcio, apresentaram alteração em suas performances catalítica, 
suportando a hipótese de que as enzimas provenientes do rúmen bovino, de fato possuem uma 
mecanismo regulatório cálcio-independente, diferindo das outras arabinanases GH43 
caracterizadas. 
Quanto ao mutante de Y237A de ARN3, na presença ou ausência de cálcio, não há 
alteração na atividade, sendo que em ambos os casos, esta é totalmente abolida. Isso mostra 
que o controle do influxo de solvente na cavidade hidratada, de fato, tem papel na estabilização 
e regulação de ARN3. 
 Uma mutação homóloga foi introduzida na endo- arabinanase de cálcio-dependente de 
T. petrophila, TpAbn, mostrando que de maneira semelhante a atividade teve uma queda de 
50% mesmo na presença de cálcio (Figura 28B, dados publicados no artigo). Isso sugere que 
resíduos aromáticos conservados nessa região atuam como barreiras, controlando a taxa de 
influxo de solvente na cavidade, independentemente de cálcio ou sódio estarem coordenando 










Figura 28. Canal de influxo de solvente de ARN3. (A) Na entrada da cavidade hidratada há 
um resíduo aromático que é conservado em todas as arabinanases da família. No caso de ARN3, 
F237 (stick rosa). (B) Ensaios de atividade realizados com ARN2 e ARN3, mostram que na 
presença ou ausência de cálcio, suas atividades não são alteradas, indicando que essas enzimas 
possuem mecanismo de ativação cálcio- independente. Entretanto, quando o resíduo aromático 
localizado na entrada da cavidade hidratada é removido, a atividade é abolida em ARN3 e 
diminuída em TpAbn, a endo-arabinanase cálcio-dependente. 
 
Esse resultado destaca a peculiaridade referente às arabinanases encontradas no rúmen 
bovino, não apenas quanto a sua estrutura como também ao seu mecanismo de regulação. Mais 
uma vez é possível verificar quão complexo são os eventos moleculares associados a essa 






















A caracterização estrutural e funcional de uma endo e exo α-1,5-L -arabinanases 
provenientes do rúmen bovino, de grande potencial biotecnológico, permitiu elucidar novas 
estratégias para degradação de cadeias de arabinana bem como expandir o atual entendimento 
sobre a enigmática família GH43. 
No caso da endo-arabinanase, ARN2, os estudos certamente não seriam possíveis se não 
houvesse a presença da fusão de tiorredoxina, que formando uma quimera rígida permitiu um 
arranjo entre moléculas, criando interfaces de interação, as quais propiciaram a cristalização. 
As análises na arquitetura de ARN2 através determinação da estrutura de 5- fold β- propeller 
mostram inserções de aminoácidos em loops, gerando uma interface mais acessível para 
interação com o substrato; isso justifica a sua atividade em arabinanas com maior grau de 
ramificação, como já havia sido determinado em testes funcionais. Pela caracterização 
estrutural de ARN2 também foi possível verificar que, ao contrário das arabinanases da família 
GH43, são cálcio-independentes, sendo este íon substituído por um sódio que adota o mesmo 
arranjo geométrico em sua coordenação. Através de uma abordagem multidisciplinar foi 
possível determinar a base molecular do funcionamento da exo-arabinanase, ARN3, revelando 
um novo mecanismo regulatório e de reconhecimento do substrato. A obtenção da estrutura 
tridimensional permitiu a confirmação do enovelamento característico da família, de 5-fold β- 
propeller, os resíduos localizados na fenda catalítica e proximidades que também 
desempenham papéis importantes na orientação do substrato na fenda catalítica e na catálise 
propriamente dita.  
A determinação da estrutura de ARN3 não só elucidou um mecanismo de ativação de 
enzima, mas também levantou algumas hipóteses quanto a sua especificidade ao gerar arabinose 
como produto final. A peculiar inserção de resíduos de aminoácidos no loop localizado próximo 
ao subsítio positivo +1 de ligação ao substrato não pôde ser observada no modelo cristalográfico 
devido à alta mobilidade da região, não sendo possível estabelecer qual é o seu papel funcional 
na reconhecimento e ligação ao substrato. Portanto, para investigar sua possível relação com o 
padrão de clivagem enzimática, de ligação ao substrato foi introduzido na enzima nativa um 
loop mais curto pertencente à endo α-1,5-L-arabinanase ABN-TS de Bacillus 
thermodenitrificans.  Os ensaios enzimáticos do mutante SRGEEP mostraram a melhora na 
eficiência catalítica para degradação de cadeias de α-1,5-arabinose e o surgimento de novo 





lado, a construção de mutantes pontuais para modificações próximas ao subsítio -3 mostraram, 
através de ensaios enzimáticos, que não há alteração no perfil catalítico em relação a enzima 
nativa, tanto para a afinidade, como para o padrão de clivagem. A partir desses resultados, 
concluiu-se que o grande responsável pela determinação do padrão enzimático na enzima nativa 
está localizado próximo ao subsítio positivo e que o longo loop ocluí a fenda de modo a só 
existir um subsítio positivo. Quando este foi removido e um loop mais curto inserido, a barreira 
foi eliminada sendo possível acomodar e liberar duas unidades de açúcar ao invés de apenas 
uma, como na enzima nativa. Juntos, os dados estruturais e funcionais da enzima nativa e 
quimera também permitiram a confirmação de que ARN3 reconhece extremidades redutoras de 
açúcares, diferente de todas as enzimas da família GH43 já descritas tendo um grande impacto 
biotecnológico no sinergismo entre arabinanases para a degradação de arabinana.  
A base para a formação da fenda de ligação ao substrato foi determinada, através de 
alinhamentos de sequência e caracterização da estrutura, mostrando a importância do domínio 
acessório para atividade de enzimas compostas por dois domínios, como ARN2. No caso de 
arabinanases compostas por um único domínio, como ARN3, devido à ausência do domínio 
acessório, foram geradas adaptações locais, através da formação de ponte dissulfeto para 
estabilização desta região. 
Assim como verificado para ARN2, ARN3 enzima possui, também, um mecanismo 
independente de cálcio. Entretanto, nenhum outro íon foi encontrado na cavidade hidratada. 
Ensaios funcionais realizados em colaboração a fim de quelar qualquer tipo de íon ligado, 
mostraram que não há perda da atividade catalítica. Isso mostra a peculiaridade e talvez 
adaptação evolutiva das enzimas extraídas do rúmen bovino. Corroborando com os resultados 
do mecanismo regulatório independente de cálcio, buscaram-se verificar quais são os 
determinantes para a ativação da enzima. Para isso foi construído um mutante para F237, 
resíduo aromático localizado na entrada da cavidade hidratada e que como constado possui um 
importante papel no fluxo de solvente para dentro da cavidade. A remoção desta barreira fez 
com que a enzima se desestabilizasse e perdesse sua atividade contra arabinana. 
As características estruturais diferenciadas ARN2 e ARN3 resultam em propriedades 
catalíticas únicas podendo impactar nas tecnologias de redesenho de enzimas e conversão dos 
polissacarídeos da parede celular vegetal em energia e produtos químicos. Os resultados obtidos 
na tese de doutorado foram discutidos e publicados no artigo qual descreve o mecanismo de 
ação e regulação das arabinanases pertencentes à família GH43 artigo contido em Anexo 1- “ 
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Anexo 1- Artigo I referente aos resultados da tese 














































































































































































































































































































































Anexo 2- Artigo II de colaboração 
“The accessory domain changes the accessibility and molecular topography of the catalytic 















































































































































































































Anexo 3- Artigo III de colaboração 
“Development and biotechnological application of a novel endoxylanase Family GH10 























































































































































































































































































































































Anexo 4- Resumo das atividades desenvolvidas no Doutorado 
Sanduiche  
VTT Technical Research Centre of Finland LTD- Finlândia 
 
“Sistema de expressão de Trichoderma reesei aplicado a produção de enzimas relevantes 
para desconstrução da biomassa” 
 
“Trichorderma reesei expression system applied to production of relevant enzymes to biomass 
deconstruction” 
 
O projeto de doutorado sanduíche desenvolvido teve a duração de 6 meses na VTT 
Technical Research Centre of Finland, Espoo e foi financiado pelo Conselho Nacional de 
Desenvolvimento Científico e Tecnológico (CNPq) (220596/2014-0) sob orientação do Dr. 
Markku Saloheimo (Finlândia), Dr. Gustavo H. Goldman e Dr. Mário T. Murakami (Brasil). 
O fungo filamentoso Trichoderma reesei é amplamente utilizado na indústria como um 
organismo produtor de enzimas devido a sua capacidade de secreção de grandes quantidades 
de enzimas hidrolíticas. Este fungo possui um forte promotor, cbh1, o qual tem sido utilizado 
na produção homóloga e heteróloga de diversas proteínas. Tendo em vista a capacidade de 
produção de grandes quantidades de enzimas de interesse biotecnológico, tanto endógenas 
como exógenas, as atividades desenvolvidas consistiram no aprendizado a respeito da 
transformação e expressão de hidrolases glicosídicas e monooxigenases em sistema fúngico 
para posterior caracterização. 
O estudo compreendeu experimentos com uma endoglucanase processiva, a TfGH9A-
68, pertencente família GH9, da bactéria termofílica Termobifida fusca. A construção nativa 
desta enzima (Figura 1B) já foi muito bem caracterizada tanto funcional como estruturalmente, 
sendo que seu mecanismo de ação já foi elucidado, mostrando suas propriedades processivas 
(alta capacidade de atuação em celulose cristalina). Através do desenho racional foi produzida 
a quimera de TfGH9A-68, pela adição de mais um domínio de ligação ao carboidrato da família 
1 (CBM1) à região C-terminal além do CBM3 nativo (construção TfGH9CBM1), representado 






Figura 1. Construções de TfGH9. (A) A TfGH9A-CBM1, compreende a construção TfGH9A-68 (Li et 
al., 2004) com CBM1 (verde) pertencente a Humicola grisea. O peptídeo de sinal de T. reesei de 17 
resíduos (vermelho) foi adicionado a porção N-terminal para a secreção da proteína durante a expressão. 
O SDS-PAGE indica o 6° dia do teste de expressão de dois clones desta construção em diferentes pHs 
em cepa M306. A cepa vazia controle (C) também foi incubada nas mesmas condições para comparação 
do perfil de expressão. A proteína de 75 kDa é melhor expressa em pH 6,8 (destacado em vermelho). 
(B) A construção TfGH9A-68 ou Cel9A foi a sequência estudada por Li et al., 2007, que representa 
uma truncagem da proteína nativa compreendendo a um domínio catalítico de 431 resíduos (cinza), um 
linker ligado a um CBM3 de 79 resíduos. O peptídeo de sinal de T. reesei de 17 resíduos (vermelho) foi 
adicionado a porção N-terminal para a secreção da proteína durante a expressão. Esta construção foi 
expressa posteriormente e utilizou as mesmas condições empregadas para produção da construção 
quimérica. 
 
CBMs pertencentes a família 1 são bastante comuns em endoglucanases provenientes 
de fungos. Sua face planar composta por resíduos hidrofóbicos e polares são responsáveis pela 
ligação a superfície hidrofóbica de celulose Iα. O intuito da produção da quimérica, foi, 
portanto, avaliar se o CBM1 pode gerar maior eficiência para ligação e consequente degradação 
de substratos cristalinos pela endoglucanase processiva da família GH9. 
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Outro alvo de estudo foi a enzima com atividade auxiliar (AA) da família 9 (AA9), a 
monooxigenase do fungo termofílico de alimentos e solo Byssochlamys spectabilis. As 
monooxigenases pertencentes a esta família compreendem enzimas de fungos e tem seu 
mecanismo de ação baseado na oxidação de C1, C4 e C6 da glicose sendo altamente expressos 
em fungos que se desenvolvem em material lignocelulósico. Estas enzimas agem sobre 
substratos insolúveis facilitando o acesso de outras, tais como as celulases. Devido ao 
sinergismo que é capaz de gerar com outras enzimas, as monooxigenases são de grande 
interesse biotecnológico. Portanto, as construções full-length (BsAA9FL), truncada 
(BsAA9CD) e truncada com strep-tag C-terminal foram produzidas para posteriormente avaliar 


















Figura 2. Construções de BsAA9. (A) A full-length (BsAA9FL), compreende 17 resíduos do Sistema 
de secreção de T. reesei (vermelho) na região N-terminal, um domínio catalítico (cinza) seguido de um 
linker de 30 resíduos ligados ao domínio X (cinza), o qual não possui homologia de sequência com 
nenhum motivo já descrito. BsAA9CD consiste de uma truncagem da construção FL, contendo o 
peptídeo de sinal para secreção e o domínio catalítico e StrepBsAA9CD consiste desta mesma 
construção, que através de recombinação homóloga em levedura foi inserido um strep-tag na porção C-
terminal, para identificação e purificação da proteína. (B) O SDS-PAGE indica o perfil de expressão em 
cepa M1408 de todas as construções do 5° e 7° dia de incubação em meios de pH 4,5 e 5,5. Foram 
testados os clones 2 e 5 de StrepBsAA9CD; 1 e 2 de BsAA9FL; e 1 e 3 de BsAA9CD comparados a 
cepa controle vazia. As bandas correspondentes as massas moleculares esperadas (27, 37 e 26 kDa, 
respectivamente), não podem ser claramente observadas no gel. Foi realizado western blot com as 
amostras de StrepBsAA9CD e detectada através da reação com fosfatase alcalina com anticorpo anti-
strep-tag, confirmando a expressão principalmente do clone 2 no 5 ° dia de incubação e em ambos os 
meios, pH 4,5 e 5,5. Desta maneira os experimentos seguiram somente com a construção 
StrepBsAA9CD, que que foi a única cuja a expressão pode ser identificada devido a inserção do tag. 
 
O protocolo para geração e produção destas proteínas consistiu da utilização de algumas 
ferramentas da biologia molecular, tais como mutação sítio-dirigida e recombinação homóloga 
em levedura. Uma vez gerados, os genes foram transformados em protoplastos de cepas de T. 
reesei, cuja os genes correspondentes às celulases endógenas foram nocauteados para que não 
houvesse expressão basal que mascarassem as enzimas exógenas de interesse. Posteriormente, 
os protoplastos transformados foram isolados em placas com meio mínimo a fim de verificar a 
integração do DNA de interesse ao genoma do fungo. Após o crescimento (4 dias), os micélios 
foram coletados para verificação de clones positivos e unicelulares através de reações de PCR 
as quais utilizaram pares de oligonucleotídeos específicos que flanqueavam as extremidades do 





Figura 3. Fragmentos amplificados para a verificação da integração do DNA no loccus correto (cbh1). 
A integração na região 5’ compreende a amplificação de um fragmento de 2,4 kb (setas verdes) e a 
integração na região 3’ compreende a amplificação de um fragmento de 1,9 kb (setas azuis). A 
verificação de clones uninucleares onde a ausência de DNA parental é verificada (344 bp para a marca 
de acetemida (Amds) da cepa M306 ou 505 pb da marca mCherry da cepa M1408) por um par de 
oligonucleotídeos que flanqueiam as regiões 5’ e 3’ dos fragmentos (setas pretas). 
 
Com os clones confirmados, a expressão foi testada em placas de 24 poços onde tempo 
de expressão e pH do meio mínimo suplementado com lactose e bagaço de grãos foram 
avaliados (Figura 1A e 2B). Após a verificação das condições adequadas para a expressão de 
cada construção das duas diferentes proteínas, estas foram submetidas e expressão em maior 
escala e posteriormente purificadas do sobrenadante através de cromatografia de desalting 
seguido de troca iônica. As enzimas purificadas foram testadas em experimentos de hidrólise 
sobre 1% celulose cristalina, Avicel PH10, juntamente a outras enzimas onde os produtos de 
degradação (açúcares redutores totais) foram quantificados pelo método do DNS. 
No caso da TfGH9CBM1, sua performance foi comparada a da enzima nativa e a da 
endoglucanase II de T. reesei (TrEGII), uma enzima altamente processiva, na presença da 
celobiohidrolase I (TrCBHI) e β-glicosidase (Novozym 188). A adição do CBM1 à construção 
da GH9 mostrou um aumento na atividade quando comparada a construção TfGH9A-68, 
alcançando o rendimento de açúcar final similar àquele observado quando na presença de 
TrEGII, mostrando que o CBM1 gerou melhoras hidrolíticas a GH9 em celulose cristalina. Isso 
se deve provavelmente a melhora na adsorção da enzima a este tipo de substrato e contribuí 





Figura 4. Performance hidrolítica das construções estudadas em 1% avicel.  (A) Reações com TfGH9A-
68 e TfGH9A-CBM1 mostraram que adição do CBM1 a construção aumentou o rendimento de açúcares 
redutores, mostrando uma melhora (em torno de 5%) no sinergismo com as celulases TrCBHI e 
Novozym188, quando comparado com a mistura contendo a construção TfGH9A-68. O rendimento na 
presença da quimera é bastante similar aquele observado quando TrEGII é utilizada. (B) Reações onde 
StrepBsAA9CD foi adicionada a mistura de celulases de T. reesei, mostrando seu efeito potencializando 
o rendimento (em torno de 25%) de açúcares redutores. As análises de glicose produzida por HPLC 
mostram pequena diferença entre as misturas com e sem a monooxigenase, já que em ambos os casos o 




No estudo com a monooxigenase, os testes de hidrólise foram realizados somente com 
a construção do domínio catalítico (BsAA9CD com strep-tag) pela sua adição ao coquetel 
enzimático composto de TrEGII, TrCBHI, Novozym 188 e na presença de ácido ascórbico 
(2mM), que desempenha o papel de doador de elétrons para atividade monooxigenase. Quando 
StrepBsAA9CD foi adicionada à reação, foi verificado um aumento de 25% no rendimento da 
hidrólise (açúcares redutores), quando comparado as reações contendo somente as enzimas de 
T. reesei (Figura 4B). Em experimentos de sinergismo realizados com AA9 de Phanerochaete 
chrysosporium, esta enzima foi adicionada à mistura comercial Celluclast e após 72h, somente 
20% de glicose foi recuperada comparado a 16% na ausência da monooxigenase (Westereng et 
al., 2011). O experimento similar na presença da AA9 de T. auranticus mostrou a recuperação 
de 33% de açúcares redutores, em concentrações de substrato e enzimas proporcionais as 
utilizadas neste trabalho (Langston et al., 2011). Estes resultados mostram, o efeito de 
potencialização que as monooxigenases são capazes gerar junto as celulases e, que StrepBsAA9 
em específico, mostrou sinergismo aumentado quando comparado a outras monooxigenases já 
descritas. Isso demonstra o grande potencial desta enzima para estudos em maior escala uma 
vez que é capaz de gerar melhora significativa na quantidade de açúcar produzido. 
Este trabalho desenvolvido em colaboração com a VTT, mostra a importância da 
compreensão e combinação de módulos de diferentes famílias e organismos em busca quimeras 
com melhores propriedades catalíticas e da relevância da prospecção de organismos, que se 
mostra cada vez mais como o caminho correto na busca de enzimas sinérgicas que podem 
definitivamente melhorar a desconstrução da biomassa para diferentes fins industriais. 
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